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Biosensoren stellen technische Geräte dar, die im Zentrum ihres Wirkmechanismus ein 
Biomolekül, also ein Molekül mit einer biologischen Funktion, aufweisen.  
Eine Vielzahl von Biosensoren findet in der Wissenschaft bereits Verwendung. Viele 
dieser Sensoren werden an planen Grenzflächen mit hoher Steifigkeit angewandt, 
welche weit von der in vivo Situation entfernt sind. Hierdurch ist unklar, ob diese 
Vereinfachung von natürlichen Prozessen inkorrekte oder in der biologischen 
Funktionalität veränderte Ergebnisse liefert. Aus diesem Grund soll mit dieser Arbeit die 
Vielseitigkeit eines neuen Biosensorsystems aufgezeigt werden, mit dem physikalische 
Phänomene von biologischen Systemen mimetisch nachgestellt und untersucht werden 
können. 
Der auf Hydrogelmikropartikeln basierende Biosensor bewies hierbei seine 
Verwendbarkeit für die Quantifizierung von unspezifischen Adhäsionsvorgängen an 
Materialgrenzflächen, wie auch für spezifische Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen von 
lebenden Zellen. Weiterhin konnte mit zwei verschiedenen Nachweismethoden, einer 
auf Reflektionskontrastmikroskopie basierenden und einer kraftspektroskopischen 
Methode, die breitgefächerte Anwendung der Hydrogelmikropartikel für biophysikalische 
Fragestellungen aufgezeigt werden. Die multivalenten und biomimetischen 
Eigenschaften der Mikropartikel erlauben hierbei ein quantitatives Verständnis von 
Wechselwirkungsvorgängen von Biomolekülen mit Materialgrenzflächen und 
spezifischen Rezeptorstrukturen, wobei das Biosensorsystem selbst einfach und leicht 
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„Die Natur ist so gemacht, dass sie verstanden werden kann. Oder 
vielleicht sollte ich richtiger umgekehrt sagen, unser Denken ist so 










In Form der Naturwissenschaften befassten sich die Menschen bereits seit vielen 
Jahrhunderten damit, die Natur mit objektiven und nachvollziehbaren Methoden 
systemathisch zu beschreiben. Doch seit dem 20. Jahrhundert rückte neben der 
Erläuterung von Naturphänomen vor allem die Nutzbarkeit dieser Erkenntnisse immer 
mehr in den Mittelpunkt (Habermas 1969).  
Die Anwendung dieser Erkenntnisse bezieht sich hierbei im Wesentlichen auf zwei 
Bereiche. Einerseits auf neue Methoden um grundlagenforschungsrelevante 
Fragestellungen besser beantworten zu können und andererseits auf die Generierung 
anwendungsorientierter Systeme für technische, medizinische und alltägliche Probleme 
(Mason 1961). 
In vielen naturwissenschaftlichen Fragestellungen konnte im 19. Und 20. Jahrhundert 
festgestellt werden, dass vor allem biologische Systeme weitaus vielschichtiger sind, als 
ursprünglich angenommen. Als schließlich Ende des 19. Jahrhunderts der Begriff der 
Naturstoffe, heute in der Regel mit dem Synonym Biomoleküle bezeichnet, definiert 
wurde, zeichnete sich die Komplexität von biologischen Systemen erst ansatzweise ab. 
Biomoleküle stellen hierbei chemische Verbindungen mit einer biologischen Funktion 
dar. Daher fallen unter den Begriff der Biomoleküle unter anderem „Aminosäuren, 
Lipide, Kohlehydrate, Proteine, Polysaccharide und Nukleinsäuren“ (GreenFacts 2007). 
Die Vielfalt dieser Biomoleküle und die Reichhaltigkeit ihrer Interaktionsmöglichkeiten 
eröffnete schlussendlich ein neues Forschungsgebiet: die Biochemie. Seit diesem 
Zeitpunkt sind Biochemiker bemüht Agonisten und Antagonisten von biologischen 
Prozessen zu identifizieren. Die Komplexität von verschiedenen Signalwegen und die 
Diversität unterschiedlicher Organismen führen dabei zu komplizierten Systemen, 
welche in der Vergangenheit „biochemische Universen“ genannt wurden (Green und 
Goldberger 1967). Um diese hochkomplexen Systeme aufklären zu können, mussten 
neue Forschungsmethoden entwickelt werden, welche eine Vereinfachung der in vivo 
Situation darstellen. Diese in vitro Systeme bieten hierbei vor allen Dingen den Vorteil 




Aber neben neuen Fragestellungen in der Forschung, entwickelten sich parallel auch 
neue Fragestellungen im Alltag der modernen Zivilisation. Eine der wichtigsten Bereiche 
ist hierbei mit Abstand die Medizin, in der nicht nur neue Behandlungsmethoden 
gefunden werden mussten, sondern in erster Linie auch neue Diagnosemittel. Darüber 
hinaus entstanden aber auch vermehrt Nachfragen nach Anwendungen für das tägliche 
Leben wie z.B. Reinigungsprozesse, Treibstoffsynthetisierung, 
Nahrungsmittelherstellung und Energiegewinnung (Tony Godfrey 1982).  
Neue Methoden hätten sowohl für Fragestellungen in der Forschung, wie auch für 
Produkte mit anwendungsorientiertem Hintergrund auf Basis von anderen Methoden 
entwickelt werden können, welche auf physikalischen oder chemischen Prinzipien 
basieren. Jedoch bieten Systeme, die auf biologischen Wechselwirkungen basieren, 
einen entscheidenden Vorteil. Aufgrund der Komplexität biologischer Systeme, sind 
deren Bestandteil hoch spezifisch und weisen eine hohe Sensitivität auf.  
Diese Vorteile führten zuletzt zur Entwicklung sogenannter Biosensoren. „Biosensoren 
sind analytische Apparate, welche ein biologisches Messelement enthalten“ (Turner 
2013) und mit diesem Kernstück eine hohe Sensitivität und Selektivität gegenüber dem 
im Interesse stehenden Objekt gewährleisten.  
Die erste Beschreibung eines Biosensors wurde von Leland C. Clark im Jahr 1962 
angefertigt. Clark nutze mit Hilfe des immobilisierten Enzyms Glukose-Oxidase eine 
amperometrische Elektrode zum Nachweis von Glukose (Clark und Lyons 1962). 
Aufgrund des steigenden Interesses der Industrie für Biosensoren im medizinischen 
Bereich, hatten in den folgenden Jahren vor allem Glukose-Sensoren für Diabetiker eine 
hohe Nachfrage und somit großen Einfluss auf das Gebiet der Biosensoren. Aber auch 
auf dem Gebiet der Grundlagenforschung wurden Sensoren, die auf Biomolekül-
Interaktionen beruhen, weiterentwickelt und genutzt. Eine wichtige Klasse von 
Biosensoren stellen hierbei Sensoren auf Grundlage von surface plasmon resonance 
(SPR) dar, welche seit dem Jahr 1983 für viele Experimente mit hohem Durchfluss 






Grundsätzlich geht die Literatur von zwei verschiedenen Biosensor-Gruppen aus. „Eine 
Gruppe wird dargestellt durch teure, anspruchsvolle Systeme für 
Hochdurchsatzmessungen im Labor, während die zweite Gruppe billige, portable und 
leicht zu bedienende Systeme für die Heimanalyse umfasst“ (Turner 2013).  
„Zur Auswertung werden häufig elektrochemische Signalgeber verwendet, aber auch 
piezoelektrische, magnetische, thermometrische und mikromechanische Signalgeber 
kommen zum Einsatz. Für Bioaffinitätsmessungen werden häufig optische 
Auswertungstechniken genutzt“ (Turner 2013).  
Der Nachteil der ersten Gruppe, also der anspruchsvollen Laborsysteme, besteht in der 
komplizierten Probenaufbereitung oder einem anspruchsvollen Geräteaufbau. Die 
Proben müssen auf Sensorchips aufgetragen oder markiert werden, was zu höheren 
Kosten und aufwendigeren Systemaufbauten führt.  
Der Nachteil der zweiten Gruppe, also der portablen und leicht zu bedienenden 
Heimanalysesysteme, besteht dagegen in der starken Vereinfachung des 
Geräteaufbaus. Durch diese extreme Vereinfachung ist der Vergleich zur ursprünglichen 
in vivo Situation nicht mehr gewährleistet und führt möglicherweise zu 
Fehlinterpretationen. 
Aus diesem Grund sollte ein neuartiger Biosensor entwickelt werden, der auf weichen 
Hydrogelpartikeln basiert. Dieser soll mit einer Vielzahl von Biomolekülen 
funktionalisierbar sein und das Mimikry von biologischen Systemen wie z.B. der 
extrazellulären Matrix gewährleisten. Außerdem sollen mit ihm nicht nur qualitative 
Aussagen möglich sein, sondern auch quantitative. Um diese Eigenschaften 
gewährleisten zu können, müssen jedoch zunächst die allgemeinen Vor- und Nachteile 
von Biosensoren betrachtet werden. 
 
1.1 Grundlagen von Biosensoren 
 
„Die unerlässliche Nutzung von Biosensoren hat eine wichtige Bedeutung in Bereichen 
wie der Arzneimittelforschung, Biomedizin, Lebensmittelsicherheit, Verteidigung, 




Biosensoren allgemein definiert als analytische Apparaturen, welche ein biologisches 
Messelement mit einem physikochemischen Signalgeber verbinden (Dennison und 
Turner 1995). Daher bringen Biosensoren im Allgemeinen auch Vorteile aus beiden 
Teilen mit sich.  
So weisen sie auf der einen Seite durch das biologische Messelement eine hohe 
Spezifität und Sensitivität auf. Die hohe Spezifität führt hierbei zu gut reproduzierbaren 
Ergebnissen von konkreten Fragestellungen, während die hohe Sensitivität zu geringen 
Detektionsgrenzen führt.  
Als Messelement kommen hierbei einzelne Moleküle, reaktive Proteine oder gar ganze 
Mikroorganismen und Zellen in Frage (Mello 2002). Diese biologischen Elemente 
können aber auch einen Nachteil des Systems darstellen. So weisen Biomoleküle zum 
Teil eine geringe Stabilität auf (z.B. Hydrolyse von Peptiden, Mutation von DNA, …) oder 
benötigen sehr spezielle Umweltbedingungen um optimale Ergebnisse zu liefern (z.B. 
Kulturbedingungen für Zellen, Homöostase für Proteine, …).  
Auf der anderen Seite des Biosensors steht der physikochemische Signalgeber. Dieser 
kann wie in Abbildung 1 zu erkennen ist, verschiedene Siganale ausgeben. So ist es 
möglich Biosensoren mit elektrochemischen, thermischen, optischen oder 
piezoelektrischen Ausgabesignalen zu entwickeln (Mello 2002). Hieraus entsteht eine 
große Variabilität bei der Entwicklung von Biosensoren, sodass mit Hilfe von 
verschiedenen Kombinationen aus Signalgebern und Messelementen für jede 
Fragestellung eine individuelle Nachweismethode gefunden werden kann.  
Ein weiterer Vorteil von Biosensoren ist die Fähigkeit in komplexen Matrizen zu arbeiten. 
Hierdurch wird die Notwendigkeit für die Probenvorbereitung erheblich reduziert 
(Dennison und Turner 1995). 
Zu guter Letzt besitzen Biosensoren neben einer schnellen Reaktionszeit, auch eine 
geringe Größe. Diese Eigenschaften führen dazu, dass Biosensoren auch zur portablen 
Analyse von Fragestellungen genutzt werden. So gibt es verschiedene Sensoren wie 
z.B. Schwangerschafts- oder Blutzuckertests die auch individuell eingesetzt werden 
können. Dies ist jedoch nur möglich, da diese speziellen Biosensoren eine einfache 




Ein Nachteil von Biosensoren ist jedoch die häufige Notwendigkeit von gelabelten 
Proben. Dies erhöht sowohl Kosten, als auch die Komplexität des Systems. Aus diesem 
Grund stellen labelfreie Biosensoren eine besonders wichtige Klasse dar. Die im 
Folgenden vorgestellten Hydrogelpartikel veranschaulichen eine solche Art von 
Biosensoren, wobei sie zusätzlich andere Vorteile wie einen hohen Durchsatz, geringe 




Abbildung 1: Übersicht des Biosensoraufbaus 





1.2 Grundprinzip des SCP-Assay 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Hydrogelpartikel, welche hier Soft Colloidal Probes 
(SCP) genannt werden, bestehen aus Polyethylenglycol (PEG) und sind chemisch mit 
einer Vielzahl von Biomolekülen modifizierbar. Sie stellen eine Label-freie 
Screeningmethode dar.   
Hierbei liegt das grundlegende Prinzip in der Verformung der Partikel, wie es auch in 




Abbildung 2: Grudmessprinzip des SCP-RICM-Verfahrens 
Zugrundeliegendes Prinzip des Hydrogelassays. Nach der Sedimentation von Hydrogelpartikeln in Lösung 
(a) kommt es zur Adhäsion und Deformation des Partikels (b). Aus diesem Grund nimmt die Größe der 
aus dem RICM-Bild entstandenen Kontaktfläche zu. Durch Zugabe von Substanzen mit kompetitiven 
Eigenschaften kommen es zur Abnahme der Partikeladhäsion (c) bis hin zur vollständigen Ablösung (d). 
(D. P. D. Pussak 2013) 
 
Zur Generierung der Partikel wurde die ursprüngliche Synthese, bei der Poly-acrylsäure 
in einer Wasser-in-Öl-Emulsion via thermischer Polymerisation Hydrogelpartikel bildet 
(s. Supplements Paper 1), verbessert. Somit können aktuell Hydrogelpartikel aus dem 
inerten Molekül PEG (Polyethylenglykol) gebildet werden, indem durch Zugabe eines 
kosmotropen Salzes (z.B. Natriumsulfat) die LCST (lower and upper critical solution 




hierdurch in Wasser schwerlöslichen, aber reaktiven PEG-Diacrylamid Macromonomere 
werden schließlich unter Benutzung eines Photoinitiators durch die Bestrahlung mit UV-
Licht zur radikalischen Polymerisation gebracht (M. B. D. Pussak 2012).  
Durch die Umsetzung mit weiteren Molekülen wie z.B. Benzophenon und Carbonsäuren 
mit ungesättigten Kohlenstoffbindungen können schließlich reaktive Gruppen an den 
auspolymerisierten SCP angebracht werden. Diese Gruppen können weiterhin, in 
diesem Fall mittels einfacher Diimid-Chemie, mit Biomolekülen funktionalisiert werden.  
Für die eigentliche Auswertung werden anschließend die funktionalisierten SCP in 
Kontakt zu einer Oberfläche gebracht, sodass sich eine Wechselwirkung zwischen den 
zwei Interaktionspartnern ausbilden kann. Dabei ist es bei spezifischen Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen nicht von Belang, ob die SCP mit dem Rezeptor oder dem 
Liganden funktionalisiert sind. Bildet sich eine Interaktion zwischen den Partnern aus, 
führt dies zur Deformation der Partikel wie in Abbildung 2 zu erkennen ist. Diese 
Deformation ist aufgrund des losen PEG-Netzwerkes stark flexibel und direkt 
proportional zu der Stärke der Wechselwirkung. Um Einfluss auf den Adhäsionsvorgang 
der Partikel nehmen zu können, besteht jedoch die Möglichkeit die Dichte der 
funktionellen Gruppen und somit die Dichte der Biomoleküle oder aber, über die 
Quervernetzung und molare Masse der PEG-Monomere, das Elastizitätsmodul der SCP 
zu variieren.  
 
1.3 Angewendete Methoden zur Auswertung von entwickelten 
Partikeln 
 
Zur Auswertung der entstehenden Adhäsionsenergien entstanden daraufhin zwei 
Methoden. Auf der einen Seite eine lichtmikroskopische Variante, bei der die Größe der 
Adhäsionsfläche des Partikels die Stärke der Adhäsion wiederspiegelt. Bei dieser als 
RICM (Reflection Interference Contrast Microscopy) bezeichneten Methode liegt der 
Vorteil in der möglichen Bestimmung von Adhäsionsenergien an mechanisch flexiblen 
Grenzflächen, wie sie häufig in biologischen Systemen wie z.B. Zellen vorkommen. Auf 




Rasterkraftmikroskops basiert. In diesem Fall wird das funktionalisierte Partikel an 
einem Cantilever befestigt und in Kontakt mit der Oberfläche gebracht. Nach dem 
Adhäsionsvorgang werden anschließend beide separiert und die Kräfte bestimmt, die 
notwendig sind um die Interaktionspartner voneinander zu trennen.  
Da diese Methoden essentiell für die im Folgenden beschriebene Arbeit sind, sollen sie 
kurz näher betrachtet werden. 
 
1.3.1 RICM (Reflection Interference Contrast Microscopy)  
 
Diese lichtmikroskopische Methode gilt als eine Art Verbindung zwischen Licht- und 
Elektronenmikroskopie. Mit ihr können Strukturen von ultradünnen Schichten aufgezeigt 
werden, auch jenseits der üblichen Auflösungen, bis hinzu 5 nm großen Strukturen. 
Dabei wird schräg auf die Probe auftreffendes, polarisiertes Auflicht genutzt, welches 
eine geringe Streureflexion aufweist (Patzelt 1976). Genutzt wird hierbei das 
Interferenzmuster des reflektierten Lichts, dass entsteht, wenn Licht an Grenzflächen mit 
unterschiedlichen Brechungsindizes reflektiert wird. Dabei ist die Lichtintensität stärker, 
je größer der Unterschied der einzelnen Brechungsindizes ausfällt (Weber 2003).  
In Abbildung 3 ist die schematische Darstellung der RICM-Bildgenerierung zu erkennen. 
Dabei wird der Lichtstrahl einer Halogenlampe zunächst durch einen Monochromator 
gefiltert. Wahlweise ist aber auch die Verwendung einer LED möglich, die bereits Licht 
einer speziellen Wellenlänge ausstrahlt. Anschließend durchläuft der monochrome 
Lichtstrahl einerseits die Aperturblende, zur Vergrößerung der Schärfentiefe und 
andererseits die Feldblende, mit welcher der beleuchtete Bildausschnitt variiert werden 
kann. Diese beiden Blenden dienen einer gleichmäßigen Köhler-Beleuchtung der zu 
untersuchenden Probe. Der folgende lineare Polarisator wandelt das Licht in 
polarisiertes Licht um.  Ein halbreflektierender Spiegel dient anschließend als 
Strahlenteiler. Beim Durchlaufen eines Objektivs mit integrierter λ/4-Platte wird der linear 
polarisierte Lichtstrahl daraufhin in einen zirkular polarisierten Lichtstrahl umgewandelt. 
Wie bereits erwähnt wird das Licht an Grenzflächen mit unterschiedlichen 




Experimenten ist dabei neben der Grenzfläche Deckglas/Medium vor allem die 
Grenzfläche Deckglas/Partikel bzw. Medium/Partikel von Interesse. Die reflektierten 
Lichtstrahlen werden wieder durch die λ/4-Platte geleitet und dadurch in linear 
polarisiertes Licht umgewandelt, wobei jedoch die Phase gegenüber dem einfallenden 
Licht um 90° gedreht ist. Schließlich verläuft das Licht durch einen Analysator und 
erreicht eine Kamera. Das Interferenzmuster wird zur weiteren Analyse von der Kamera 
als Bilddatei aufgezeichnet (Filler und Peuker 2000). 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Reflection Interference Contrast Microscope 
Schematischer Aufbau eines Reflektionskontrastmikroskops und des Lichtstrahlverlaufs. Der Lichtstrahl 
einer Lichtquelle wird durch einen Monochromator in Licht mit einer bestimmten Wellenlänge 
umgewandelt. Durch das Durchlaufen von Aperturblende (AB) und Feldblende (FB) kommt es zum 
gleichmäßigen Köhlerschen-Ausleuchten der Probe. Nach der Umwandlung in polarisiertes Licht durch 
den Polarisator (P), wird der Lichtstrahl am Strahlenteiler in Richtung Objektiv gebrochen und durchläuft 
dieses, inklusive der integrierten λ/4-Platte. Dieses zirkular polarisierte Licht (Io) wird entweder am 
Übergang von Glas zu Medium (I1) oder am Übergang von Glas zum Partikel (I2) reflektiert. Der 
reflektierte Strahl wird durch die λ/4-Platte zurück in linear polarisiertes Licht gewandelt und trifft nach dem 




Die Entstehung des Interferenzbildes ist in der schematischen Darstellung in Abbildung 
3 zu erkennen. Hierbei wird ein Teil des polarisierten Lichts (I0) von der Grenzfläche 
Deckglas/Medium als I1 reflektiert und ein anderer Teil von der Grenzfläche 
Medium/Partikel als I2. Die Lichtintensität an einer bestimmten Position (x) auf dem Bild 
kann daraufhin aus den folgenden Gleichungen berechnet werden: 
𝐼(𝑥) = 𝐼1 + 𝐼2 + 2√𝐼1𝐼2 cos(2𝑘ℎ(𝑥) + 𝜋)    (1) 
𝑘 = 2𝜋𝑛1/𝜆      (2) 
Wobei n1 den Brechungsindex des Mediums, λ die Wellenlänge des polarisierten, 
monochromatischen Lichts und h(x) den vertikalen Abstand von Partikel und Oberfläche 
darstellt.  
Aufgrund der unterschiedlichen Lichtintensitäten an verschiedenen Positionen des 
Bildes bilden sich bei der Adhäsion der Partikel Newtonsche Ringe als Interferenzmuster 
(Airy 1833). Der erste Ring mit minimaler Lichtintensität wird erzeugt, wenn der SCP die 
Glasoberfläche berührt. Somit spiegelt der Radius des ersten minimalen 
Lichtintensitätsrings den Kontaktradius des Partikels wieder. Um anschließend aus dem 
Intensitätsprofil der Lichtinterferenz die Adhäsionsenergie zwischen dem SCP und der 
Substratoberfläche berechnen zu können, müssen Berechnungen der 
zugrundeliegenden Kontaktmechanik durchgeführt werden. 
Die Basis dieser Berechnungen stellen die Ergebnisse von Heinrich Hertz dar, welcher 
Ende des 19. Jahrhunderts die Grundlagen für nicht-adhäsive, elastische Kontakte 
definierte (Hertz 1882). Bei den RICM-Experimenten handelt es sich jedoch um einen 
adhäsiven Vorgang. Aus diesem Grund müssen die Berechnungen mit dem 
verbesserten Model von Johnson, Kendall und Roberts (JKR) durchgeführt werden. Bei 
dem ursprünglichen JKR-Modell wird ein elastischer Kontakt zwischen zwei sphärischen 
Objekten berechnet, unter Berücksichtigung der Adhäsion im Kontaktbereich (K. L. 
Johnson 1971).  Nach der originalen Gleichung berechnet sich der Kontakt zwischen 








Hierbei stellt a den Radius der Kontaktfläche des Partikels dar, R den effektiven Radius 
des Partikels, E das effektive Elastizitätsmodul des Partikels, F die zur Beladung 
genutzte Kraft um eine Kugel auf die andere zu pressen und W die Adhäsionsenergie 
an der Kontaktfläche zwischen den zwei Oberflächen. 
Da die folgenden RICM-Experimente den Kontakt zwischen einem Hydrogelpartikel und 
einem Deckglas beschreiben, kann das ursprüngliche JKR-Modell jedoch angepasst 
werden. Sowohl der Radius des Deckglases, als auch dessen Elastzitätsmodul können 
im Vergleich zum SCP als unendlich groß angesehen werden (Makishima und 
Machenzie 1973). Aus diesem Grund kann der effektive Radius des Systems mit dem 
Radius des SCP gleichgesetzt werden: 
𝑅 = 𝑅𝑆𝐶𝑃        (4) 
Auch das effektive Elastizitätsmodul wird anschließend ausschließlich aus den 




2 𝐸𝑆𝐶𝑃       (5) 
Wobei ESCP das Elastizitätsmodul des SCP und ϑSCP die Poissonzahl des SCP 
wiederspiegelt. 
Weiterhin sedimentieren die Partikel während des Vorgangs auf der Oberfläche, 
weswegen von außen keine Kraft zur Beladung auf das System wirkt. Dies hat zur 
Folge, dass die Beladungskraft F gleich Null gesetzt werden kann und die vereinfachte 







2       (6) 
Durch Umstellung der Gleichung kann somit unter Kenntnis des Kontaktradius des 
Partikels, sowie dessen tatsächlichen Radius (s. Abbildung 3) und effektiven 











Dabei wird in dieser Arbeit angenommen, dass die SCP eine Poissonzahl von 0,5 
besitzen, da sie aus inkompressiblem Material bestehen (Ahearne, et al. 2005). 
„Neben der Untersuchung von physikalischen, weitreichenden Kräften, elektrostatischen 
Abstoßungen und anziehenden Van-der-Waals-Bindungen zwischen Objekten und 
Substraten, wird RICM auch zur Beschreibung von Adhäsionsmustern in verschiedenen 
Zelltypen und der Aufklärung von molekularen Ereignissen, die an der Bildung von 
spezialisierten Adhäsionsstrukturen wie z.B. fokalen Adhäsionen beteiligt sind, genutzt“ 
(Verschueren 1985).  
Hierbei wird das Anwendungsspektrum von RICM sogar noch erweitert, indem es mit 
anderen mikroskopischen Techniken kombiniert wird. So kann beispielsweise durch die 
parallele Anwendung von RICM und Rasterkraftmikroskopie das Spektrum der 
gesammelten Informationen erweitert werden. Mit dieser Kombination ist es möglich die 
notwendigen Kräfte von Ereignissen wie z.B. Potein-Ligand-Interaktionen (Stuart und 
Hlady 1999) oder Molekül-Verkapselungen zu messen und gleichzeitig deren 
Formveränderung im Kontaktbereich zu beobachten (Dubreuil, Elsner und Fery 2003). 
Somit besteht auch viele Jahrzehnte nach der Entwicklung der RICM Methode, vor 
allem durch seine hohe Auflösung trotz des relativ simplen Aufbaus, noch Spielraum für 
ihre Anwendung in der modernen Wissenschaft (Filler und Peuker 2000). 
 
1.3.2 AFM pull-off Messungen 
 
Bei der Rasterkraftmikroskopie (engl. Atomic force microscopy, AFM) handelt es sich 
um eine Methode, mit der Oberflächen mechanisch abgebildet werden oder atomare 
Kräfte bestimmt werden können (Binning, Quate und Gerber 1986). 
Hierbei wird eine Messspitze, welche nur wenige Nanometer groß ist und sich an einem 
biegsamen Hebelarm (dem Cantilever) befindet, zeilenweise über die Probe bewegt. 
Dabei erfolgt die Bewegung der Spitze über einen durch einen Piezokristall gesteuerten 
Scanner. Mit Hilfe eines Laserstrahls, welcher auf der Spitze des Cantilevers reflektiert 




somit die vorherrschenden Kräfte zwischen Spitze und Probe bzw. die 
Oberflächenbeschaffenheit eben dieser ermittelt (Rugar und Hansma 1990).  
Neben der Bildgebung von Oberflächen mit sehr hoher Auflösung, werden 
Rasterkraftmikroskope vor allem zur Messung von Materialeigenschaften wie z.B. der 
Elastizität oder zur Bestimmung von Adhäsionskräften genutzt. Hierzu werden Kraft-
Abstands-Kurven aufgenommen (Cappella, et al. 1997), wie sie schematisch in 
Abbildung 4 zu sehen sind. 
In Abbildung 4 ist sowohl das Schema einer Annäherungskurve (a-d), wie einer 
Rückzugskurve (e-h) des Cantilevers dargestellt. Dabei nähert sich der Cantilever 
zunächst der Probe an (a→b), bis es zum „Jump-to-contact (JTC)“ kommt, bei dem der 
Cantilever aufgrund verschiedener intermolekularer Wechselwirkungen in Richtung 
Probe ausgelenkt wird (b→c; pull-on Kräfte). Anschließend wird der Cantilever bei 
weiterer Annäherung verbogen bis der Setpoint (d; der zu erreichende Kraftsollwert) 
erreicht ist. 
Beim Rückzug des Cantilevers (d→f) wird dieser in die entgegengesetzte Richtung 
verbogen. Je nach Stärke der intermolekularen Kräfte zwischen Probe und Spitze auch 
weit über die ursprüngliche baseline (e; Basislinie der Cantileverannäherung) hinweg. 
Daraufhin kommt es zum „Jump-off-contact (JOC)“ mit dem die sogenannten pull-off 
Kräfte (f→g) ermittelt werden. Am Ende kommt es wieder zum Rückzug des Cantilevers, 
bei dem kein Kontakt zur Probe mehr besteht (g→h). 
Somit ist es mit Hilfe der Annäherungskurven möglich Materialeigenschaften wie das 
Elastizitätsmodul zu bestimmen, während mit Hilfe der Rückzugskurven Interaktions- 
und Adhäsionskräfte betimmt werden können (Leite, et al. 2012).Die Bestimmung eben 
solcher pull-off Kräfte wird neben der Untersuchung von molekularen Kräften wie z.B. 
der Oberflächenspannung eines Systems (Drelich, Tormoen und Beach 2004), zur 
Analyse von spezifischen Biomolekül-Interaktionen wie z.B. Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen oder Zell-Zell-Adhäsionen genutzt. Die Stärke einer biologischen 
Bindung kann mit Hilfe des AFM bestimmt werden, indem einzelne Moleküle wie z.B. 
Integrine (Zhang, et al. 2004) oder ganze Zellen (Friedrichs, et al. 2013) auf einem 




komplementären Molekül oder einer weiteren Zelle in Kontakt gebracht und 




Abbildung 4: Schematischer Ablauf einer AFM basierten Kraftmessung 
Schematische Kraft-Abstands-Kurven bei der Annäherung (a→d) und dem Rückzug (d→h) des 
Cantilevers an die Probe mit JTC (Jump-to-contact) und JOC (Jump-of-contact). (Leite, et al. 2012) 
 
 
1.4 Stand der aktuellen Forschung 
 
Zum ersten Mal beschrieben Pussak et al. im Jahr 2012 die Verwendung von SCP als 
Biosensor für Messungen von Adhäsionsenergien. Dabei zeigten sie, dass sowohl 
spezifische Säure-Base-, als auch unspezifische elektrostatische und hydrophobe 
Wechselwirkungen mit funktionalisierten Partikeln untersucht werden können. Die 




Adhäsionsenergien von wenigen µJ/m2. „Damit lag die Nachweisgrenze von 
Adhäsionsenergien mit der auf SCP basierten RICM Methode bei einer höheren 
Empfindlichkeit als bei der Verwendung eines SFA (Surface Force Apparatus) oder 
eines Rasterkraftmikroskops mit kolloidaler Messsonde“ (D. P. D. Pussak 2013). 
Weiterhin konnten Pussak et al. (D. P. D. Pussak 2013)SCP mit dem Monosaccharid 
Mannose funktionalisieren und dessen Adhäsion an den Rezeptor Concanavalin A (Con 




Abbildung 5: Vorarbeiten - Adhäsion von Mannose funktionalisierten SCP (D. P. D. Pussak 2013) 
 
Zunächst konnten sie zeigen, dass es nicht von Bedeutung ist, ob das Partikel mit dem 
Liganden oder mit dem Rezeptor funktionalisiert ist. In Abbildung 5 kann daher 




SCP an Con A beschichteten Oberflächen keinen signifikanten Unterschied zur 
Adhäsion von Con A-funktionalisierten SCP an Mannose beschichteten Oberflächen 
aufweisen. Des Weiteren ist ersichtlich, dass durch die Zugabe eines Inhibitors oder in 
diesem Fall eines konkurrierenden Moleküls die Partikeladhäsion herabgesetzt werden 
kann. Somit ist es möglich mit der RICM-Methode auch inhibitorische Reaktionen zu 




Abbildung 6: Vorarbeiten - IC50 Bestimmungen von verschiedenen Mannose/ConA Interaktionen 
(D. P. D. Pussak 2013) 
 
Wie in Abbildung 6 weiterhin zu erkennen ist, konnte dargestellt werden, dass durch den 
Einsatz von Hydrogelpartikeln mit unterschiedlichem E-Modul (4 kPa, 15 kPa und 32 
kPa), die Sensitivität des auf RICM beruhenden Systems variiert werden kann. So ist es 
möglich durch den Einsatz von Partikeln mit geringerer Steifigkeit die Sensitivität zur 
erhöhen und somit die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) herabzusetzen. 




Mannose durchgeführt, welche mit zunehmender Anzahl an Mannoseeinheiten zu einer 
schnelleren Inhibierung der Partikeladhäsion führten (D. Pussak, et al. 2013).  
Unter Berücksichtigung der bereits erhobenen Daten wurde die RICM-Methode, neben 
bestehenden Methoden wie der Doppelfokus-Fluoreszenz-korrelationsspektroskopie, 
von Ponader et al. verwendet, um die Effekte bei der Bindung von homo- und 
heteromultivalenten Glykooligomeren detailierter zu untersuchen. Somit dienten die SCP 
in dieser Arbeit der Untersuchung von Abschirmungseigenschaften der 
unterschiedlichen Glykooligomeren, welche anscheinend von der Zusammensetzung 
eben dieser Oligomere unabhängig erscheinen (Ponader, et al. 2012). 
In weiteren Experimenten wurden zur Auswertung der Adhäsionsenergien pull-off-Kräfte 
der SCP gemessen. Hierfür wurden wiederum Mannose-funktionalisierte SCP mit einer 
Con A-beschichteten Oberfläche in Kontakt gebracht. Anschließend wurde der an einem 
Cantilever befestigte SCP mit dem atomic force microscope (AFM) von der Oberfläche 
entfernt und dabei die Kräfte gemessen, die zum Separieren von Rezeptor und Ligand 
notwendig sind. Es konnte ermittelt werden, dass die Maximalkräfte der Adhäsion 
abhängig von der „Beladungskraft“ (die Kraft, die genutzt wird um SCP und Oberfläche 
in Kontakt zu bringen) sind. Außerdem nimmt die Adhäsion mit steigender Kontaktzeit 
zu, wobei der Großteil der Adhäsionsenergie innerhalb der ersten 30 Sekunden 
aufgebaut wird und anschließend nur noch eine geringe Zunahme aufweist (D. Pussak, 
et al. 2014). 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Vorarbeiten zeigen, wie die SCP 
basierten neuartigen Biosensoren herzustellen und mit verschiedenen Molekülen wie 
z.B. dem Monosaccharid Mannose zu funktionalisieren sind. Zur Auswertung der 
Adhäsionkräfte konnten außerdem zwei verschiedene Methoden etabliert werden, 
welche auch in der folgenden Arbeit angewandt und verbessert werden sollen. Eine 
Methode basiert hierbei auf Bildaufnahmen von Interferenzmustern von reflektierten 
Lichtstrahlen (RICM) und eine weitere Methode auf der Generierung von Kraftkurven mit 
Hilfe eines Rasterkraftmikroskops (pull-off Experimente). Mit beiden Methoden konnten 
bereits erste Ergebnisse erzielt werden, welche detailierte Aussagen über 
Adhäsionsvorgänge erlauben und zur selben Zeit vergleichbar mit anderen Sensoren 




1.5 Gegenüberstellungen anderer Methoden  
 
Seit der ersten Beschreibung eines Biosensors von Leland C. Clark im Jahr 1962, hat 
sich die Nutzung dieser Sensoren bei vielen wissenschaftlichen und auch 
wirtschaftlichen Fragestellungen etabliert. Dabei weisen Biosensoren, wie bereits 
erwähnt, eine Vielzahl von Vorteilen gegenüber anderen Methoden auf. Jedoch 
bestehen auch unter den verschiedenen Biosensoren gravierende Unterschiede. Im 
Folgenden sollen daher bestehende Biosensor-Systeme, welche für die Untersuchung 
von biophysikalischen Vorgängen geeignet sind, mit den in dieser Arbeit verwendeten 
SCP verglichen werden. 
Die Adsorption von Proteinen und Molekülen, also die Anreicherung von Stoffen an 
Grenzflächen zwischen zwei Phasen (Bruch, Cole und Zaremba 1997), stellt hierbei ein 
wichtiges Ereignis dar. Besonders bei medizinischen und biotechnologischen 
Fragestellungen wie z.B. bei der Herstellung von artefiziellen Blutgefäßen (Pennings, et 
al. 1990), dem Implantieren von Biomaterialien (Ziegler, et al. 2002) und der 
Hämodialyse (Nalesso 2005) ist es wichtig die Adsorption von Proteinen kontrollieren 
und nachweisen zu können.  
Eine Methode hierfür ist der Nachweis von Molekülen mittels Fluorimetrie. Hierbei 
werden die Analyten mit einem ausgewählten Fluorophor markiert und anschließend die 
Licht-Emission des Farbstoffs senkrecht zur Anregung gemessen. Dabei ist die 
Lichtintensität direkt proportional zur Analytkonzentration. Neben quantitativen 
Aussagen ist es außerdem möglich qualitative Aussagen z.B. über Proteinfaltungen 
bzw. Proteindenaturierungen, Polymerheterogenitäten und unterschiedliches 
Adsorptionsverhalten des Analyten zu treffen (Morawetz 1979). Dies ist unter anderem 
durch die Benutzung von Farbstoffen möglich, welche auf die Polarität des 
Umgebungsmediums reagieren (Niesen, Berglund und Vedadi 2007). Bei diesem 
System ist es jedoch notwendig den Analyten zu markieren. Dies ist in der 
Probenvorbereitung aufgrund verschiedener chemischer Kopplungsmechanismen 
aufwendig. 
Die HPLC (Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) ist eine Methode bei der sich die 




Laufmittel (der mobilen Phase) durch eine Trennsäule (die stationäre Phase) gepumpt. 
Aufgrund unterschiedlicher Wechselwirkungen adsorbieren verschiedene Substanzen 
unterschiedlich stark an der Säule und treten deshalb auch nach unterschiedlichen 
Zeiten wieder aus der Säule aus (Unger und Weber 1995). Durch Mitführen von 
Standards, also bekannten Molekülen in bekannten Konzentrationen, können am Ende 
der Aufnahme Aussagen über das Vorhandensein verschiedener Substanzen und deren 
Konzentration getroffen werden (Colin, et al. 1986). Trotz der großen Aussagekraft der 
Methode, liegen die Nachteile in der Größe und der Kosten der benötigten Apparatur. 
Außerdem ist die Trennung der Substanzen stark von verschiedenen Faktoren wie z.B. 
Temperatur, pH-Wert und Laufmittelzusammensetzung abhängig, was es kompliziert 
macht den passenden Standard zur Identifizierung des Analyten abzuleiten. 
Eine mögliche Variante zur Adsorptionsmessung von stark adhäsiven Proteinen wie z.B. 
Fibronektin (FN) stellt weiterhin die Methode des Förster-Resonanzenergiertransfers 
(FRET) dar. Hierfür wird das Protein mit zwei verschiedenen Fluorophoren gelabelt, bei 
denen das Emissionsspektrum des Einen, das Absorptionsspektrum des Anderen 
überlappt. Mit dieser Methode ist es möglich Proteinfaltungen zu untersuchen, wie es für 
FN gezeigt wurde, welches auf hydrophilen Glasoberflächen eine fibrilläre Form mit 
geringer Adhäsion und auf hydrophoben Silanoberflächen eine glubuläre Form mit 
hoher Adhäsion aufweist (Baugh und Vogel 2004).  
Allgemein besteht der Nachteil von gelabelten Proben jedoch darin, dass das Label, wie 
z.B. der Farbstoff, die Proteinadhäsion, die Faltung oder die Mobilität, aufgrund seiner 
Größe oder Ladung verändern kann. Aus diesem Grund sind ungelabelte Biosensoren, 
wie z.B. die in dieser Arbeit verwendeten SCP, von Vorteil und zusätzlich auch 
kostengünstiger (Perkel 2009).  
Schlussendlich stellt SPR (Surface Plasmon Resonance) eine Brücke zwischen 
Adsorptions- und Molekülinteraktionsmessungen dar, welche vor allen Dingen in der 
pharmazeutischen Industrie als Standard genutzt wird (Daniels und Pourmand 2007). In 
diesem Fall muss die Probe nicht gelabelt werden, da die Oberflächenplasmonen an der 
Grenzfläche Metall/Analyt durch polarisiertes Licht entstehen. Der Vorteil liegt neben 
einer hohen Durchflussrate in der hohen Selektivität der Methode. Green et al. konnten 




Polystyren beschichteten Oberfläche unterschiedlich stark adsorbieren (Green, et al. 
1999). Der Nachteil sind ebenfalls die benötigten Antikörper zu nennen, sowie die 
Metallbeschichtung der Oberfläche. Beide Faktoren sind zusätzlich zu einer schwer 
regenerierbaren Oberfläche starke Kostenfaktoren. Das größte Problem entsteht jedoch, 
durch die Annahme eines Gleichgewichts zwischen Adsorption und Desorption der 
Biomoleküle. Für die quasi-irreversible Adsorption von z.B. großen Proteinen führt diese 
Annahme jedoch zu nicht korrekten Ergebnissen. 
SCP weisen gegenüber allen genannten Methoden verschiedene Vorteile auf. So sind 
sie z.B. preisgünstiger herzustellen und benötigen keine Vorbehandlung der 
Oberflächen. Außerdem ist mit den Hydrogelpartikeln ein Nachweis von 
biophysikalischen Vorgängen möglich, ohne dass der Analyt in irgendeiner Form 
markiert werden muss. Dies spart nicht nur Kosten, sondern verändert auch die 
Eigenschaften des eigentlichen Analyten nicht. Weiterhin bieten SCP eine flexible 
Struktur, die unter anderem auch multivalente Bindungen und das Clustern von 
Rezeptoren oder Liganden zulässt. Dies spiegelt die native Situation besser wieder, als 
die üblichen starren Oberflächen der oben erwähnten Systeme. Einer der größten 
Vorteile der SCP besteht jedoch darin, Wechselwirkungsenergien bestimmen zu 
können, wodurch es möglich wird auch quantitative Aussagen treffen zu können. 
Neben unspezifischen Proteinadsorptionen werden mit Biosensoren allerdings, wie 
bereits erwähnt, auch spezifische Biomolekül-Interaktionen wie z.B. Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen oder Zell-Zell-Adhäsionen gemessen.  
Eines der am häufigsten genutzten Systeme für Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen ist 
der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Bei ihm wird im ersten Schritt der 
Analyt über einen Primärantikörper an einer Oberfläche adsorptiv gebunden, bevor der 
Nachweis über einen markierten Sekundärantikörper erfolgt (Engvall und Perlmann 
1972). Neben der hohen Spezifität des Assays, die auf der Verwendung von hochaffinen 
Antikörpern basiert, ist ein großer Vorteil des Assays die Signalverstärkung durch die 
Anwendung des sekundären Antikörpers (Butler 2000). Ein Nachteil der Methode 
besteht in der Markierung des Analyten mit einem kostenintensiven Antikörper und der 




Weiterhin kann die Stärke einer biologischen Bindung mit Hilfe des AFM bestimmt 
werden, indem einzelne Moleküle wie z.B. Integrine (Zhang, et al. 2004) oder ganze 
Zellen (Friedrichs, et al. 2013) auf einem Cantilever immobilisiert werden. Anschließend 
werden eben diese mit ihrem komplementären Molekül oder einer weiteren Zelle in 
Kontakt gebracht und anschließend die Kräfte gemessen, die notwendig sind um beide 
zu separieren. Der Nachteil der Proteinbeschichtung des Cantilevers liegt hierbei in der 
Starrheit des Cantilevers. Außerdem gewährt die Beschichtung des Cantilevers keine 
korrekte Ausrichtung der Proteine und erlaubt auch keine Aggregation eben dieser. 
Somit ist kein Clustern von Molekülen möglich wie es in vivo möglicherweise für 
spezifische Adhäsionsvorgänge nötig ist. Der Nachteil der Kultur von Zellen auf dem 
Cantilever besteht darin, dass pro Cantilever nur eine Zelle befestigt werden kann. 
Dementsprechend bekommt man statistisch gesehen keine große Diversität der 
Ergebnisse. Außerdem ist die Zelle auf dem Cantilever einer Restriktion für die 
Adhäsionsfläche und zusätzlich mechanischen Reizen ausgesetzt, was möglicherweise 
Signalwege und somit auch die Adhäsionsergebnisse verändern kann. 
SCP haben hingegen den Vorteil, dass die Orientierung der Proteine je nach Kopplung 
einen kleineren Einfluss besitzt. Außerdem lässt die Flexibilität des SCP auch 
multivalente und kooperative Bindungen zu. Neben dem hohen Durchsatz der mit einem 
SCP erreicht werden kann, fällt schließlich die Variabilität des Partikels in Hinsicht auf 
Steifigkeit und Funktionalisierungsgrad auf. Durch diese gewährt das System weitere 








1.6 Ziele der Arbeit 
 
Bereits in den Vorarbeiten von Pussak et al. wurde die Adhäsion von Mannose und dem 
Lektin Concanavalin A mit Hilfe von Soft colloidal probes (SCP) dargestellt. Es konnte 
die Beschichtung der Partikel vorgestellt werden. Außerdem wurden die Methoden der 
Reflection interference contrast microscopy (D. Pussak, et al. 2013) und 
partikelbasierter pull-off Kraftmessungen (D. Pussak, et al. 2014) eingeführt. Basierend 
auf diesen Ergebnissen sollen mit dieser Arbeit weitere Anwendungsbereiche für SCP 
erarbeitet werden.  
Im ersten Schritt sollen hierfür die Partikel mit dem die Zelladhäsion unterstützenden 
Protein Fibronektin beschichtet und eine unspezifische Proteinadsorption auf 
verschieden hydrophoben Materialoberflächen nachgewiesen werden.  
Daraus ergeben sich die folgendenden Fragen: 
 
• Ist es möglich mit Hilfe von SCP unspezifische Wechselwirkungen bei der 
Proteinadsorption auf Materialgrenzflächen zu untersuchen? 
 
• Können mit Hilfe der RICM-Methode Adsorptionsvorgänge beschrieben werden, 
ohne dass sich das System im Gleichgewicht von Adsorption und Desorption 
befinden muss? 
 
• Können quantitative und statistisch relevante Ergebnisse mit Hilfe von RICM 
erzielt werden? 
 
Bei der Interaktion von Zellen mit biologischen Oberflächen wie z.B. Zellmembranen 
oder extrazellulärer Matrix müssen jedoch dynamische Adhäsionsvorgänge beschrieben 
werden. Diese nicht-homogen verteilten Prozesse während des Adhäsionsvorgangs 
wirken mit Hilfe von spezifischen Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen erhebliche Kräfte 




Aus diesem Grund soll im zweiten Schritt die spezifische Adhäsion von CD44 positiven 
Melanomazellen an Hyaluronan beschichtete SCP untersucht werden. Dieses 
Ligand/Rezeptor-Paar stellt die native Wechselwirkung zwischen Zellen und einer 
Komponente der extrazellulären Matrix dar. Mit den durchgeführten pull-off 
Experimenten sollen daher diese Zell-Matrix- Adhäsionsvorgänge erfasst werden. 
Für diese Anwendung ergeben sich wiederum weitere Fragen: 
 
• Dienen SCP der Nachahmung des Kontakts von Zellen mit biologischen 
Grenzflächen wie z.B. der extrazellulären Matrix? 
 
• Können mit Hilfe von Rasterkraftmikroskop basierten pull-off Experimenten 
Aussagen über die quantitative Kraftentwicklung bei der CD44-Hyaluronan-
Wechselwirkung getroffen werden? 
 
• Ist es möglich die Kinetik von Zelladhäsionsvorgängen mit Hilfe von SCP zu 
untersuchen? 
 
• Weist das SCP-System eine hohe Sensitivität auf, um auch spezifische 
Fragestellungen wie z.B. den Einfluss des Molekulargewichts des Liganden 












Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Dissertation mit Hilfe von drei veröffentlichten 
Publikationen dargestellt werden.  
Die erste Publikation, sowie die dazugehörigen Supplements, legen eine Anwendung 
der Soft Colloidal Probes (SCPs) für die Untersuchung von 
Proteinadsorptionsvorgängen an unterschiedlich stark hydrophoben Oberflächen dar.  
Hierzu wurden die Hydrogelsonden mit dem stark adhäsiven Glykoprotein Fibronektin 
funktionalisiert und in Kontakt mit Oberflächen gebracht, welche eine Beschichtung mit 
unterschiedlichen Maleinsäureanhydrid-Copolymeren aufwiesen. 
Durch den Kontakt von Fibronektin und den Polymerschichten entstanden 
Adhäsionskräfte, die zu einer von der Hydrophobizität abhängigen Verformung der 
Hydrogelsonden führte. Diese Verformung, welche durch die elastischen Eigenschaften 
der SCPs gewährleistet wird, konnte mit Hilfe eines invertierten Mikroskops durch die 
Methode der RICM (Reflection Interference Contrast Microscopy) dargestellt und 
ausgewertet werden. 
Somit konnte in dem ersten Kapitel gezeigt werden, dass mit Hilfe von SCPs 






2.1 Proteinadsorptionsmessungen mit Hilfe von RICM 
 
 
Publikation I  
Quantification of protein-materials interaction by soft colloidal probe 
spectroscopy 
 
Martin, S., Wang, H., Hartmann, L., Pompe, T., & Schmidt, S 
 
Physical Chemistry Chemical Physics, . (2015)17(5), 3014-3018. 




























Quantification of Protein-Materials Interaction by Soft Colloid Probe Spectroscopy
Steve Martin, Hanqing Wang, Laura Hartmann, Tilo Pompe, Stephan Schmidt.* ‡
S1 Polyacrylic acid (PAA) SCP preparation
Materials
Acrylic acid and ammonium persulfate (APS) were purchased from Sigma Aldrich. Bis (N, N’-
Methylene-bis-acrylamide) (MBAm) was purchased from Alfa Aesar. High viscosity (220-260 
mm2/s) paraffin oil was purchased from Carl Roth. Toluene and isopropanol were purchased from 
VWR. Polyglycerol Polyricinoleate (PGPR) was a gift from Danisco DuPont. Cetyl PEG/PPG-
10/1 Dimethicone (ABIL EM 90) was a gift from Evonik.
Synthesis of the microparticles
Acrylic acid, MBAm and APS were dissolved in 10 mL MilliQ water at a concentration of 13.04 
wt%, 0.26 wt% and 0.13 wt%, respectively. To 97 g high viscosity paraffin oil, PGPR and ABIL 
EM 90 as emulsifiers were added at a concentration of 2 wt% and 1 wt% , respectively . Both 
solutions were mixed at a ratio of 1:6 by a Carl Roth IKA mini shaker (30 s, 2500 rpm) (Carl Roth, 
Germany) to form a total volume of 3.5 mL emulsion. The emulsion was heated at 80 °C for 3 h 
using a Heraeus Vacutherm oven (Thermo Scientific, Germany) to initiate polymerization. The 
resulting microparticles were isolated by centrifugation at  5000 rpm for 10 min and washed 3 
times with toluene/water (1:1), 3 times with isopropanol and 3 times with water to remove 
emulsifiers, paraffin oil and other impurities.
Remarks:
The name “Cetyl PEG/PPG-10/1 Dimethicone (ABIL EM 90)” is INCI (International 
Nomenclature of Cosmetic Ingredients) name.
S2 SCP protein functionalization
Materials
Sulfo N-Hydroxysuccinimide (sulfo-NHS), sodium phosphate, phosphate buffer saline (PBS) and 
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid buffer (MES-buffer) were purchased from Sigma Aldrich. 
1
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1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) was purchased from Merck KGaA. 
Fibronectin was isolated from human plasma. 
Protein coupling 
The microparticles were transferred in 0.1M MES buffer (pH 5) by threefold centrifugation at 
5000 rpm for 5 min and substitution of the remaining supernatant. Sulfo-NHS and EDC were 
dissolved in 1 mL 0.1M MES buffer (pH 5) at a concentration of 0.1 M, respectively. To activate 
the acrylic acids of the microparticles, the sulfo-NHS-EDC-solution was added for 1hrs at room 
temperature. The activated microparticles were washed 3 times in 0.1M MES buffer (pH 5) and 
afterwards added to a protein solution in 0.1 M phosphate buffer (pH 8) with a protein 
concentration of 0.2 mg/ml FN, respectively. The coupling process was in progress over night at 
4⁰C while rocking. The functionalized microparticles were washed 2 times with PBS and stored 
in PBS with 0.1wt% sodium azide.
S3 Imaging the protein layer via confocal laser scanning microscopy
Protein functionalized SCPs were functionalized in Rhodamin-FITC (0.1 mg/ml, 100 mM 
NaHCO3) and imaged on a Zeiss LSM 700 in order to visualize protein localization. FN 
functionalized SCP show a strong and homogenous localization of fluorescence at the SCP surface 






S4 Estimation of protein surface density and adhesion energy per mole
FN (hydrodynamic radius 11.5 nm) is larger than the average mesh size of the PAA matrix1 (5.7 
nm) and should preferably bind at the surface of the SCPs as proven in S3.1 Therefore we could 
assume a dense packing on the SCP surface. If we assume an average spacing of the proteins on 
the SCP surface of 23 nm for FN (twice the hydrodynamic radius) we arrive at a monolayer density 
of 3.1x10-9 mol/m2. With the protein density and the surface energy per area at hand we can 










S5 Determination of the SCPs elastic modulus
Force spectroscopy with a NanoWizard 3 AFM system was performed to determine the elastic 
modulus of the microparticles. Therefore a polystyrene bead with a diameter of 7.311 µm was 
glued with an epoxy glue onto a tipless, non-coated cantilever (spring constant 0.32 N/m; 
NanoAndMore GmbH). Several force curves were recorded from different particles and analyzed 
with the novel contact model developed by Glaubitz et al. 2. The model considers deformation of 


















an elastic modulus E = 66.5 KPa, a Poisson ratio ν = 0.5, a temperature T = 293 K and the 









The coverslips were precleaned in an ultrasonic bath with MilliQ water for 30 min. After 
washing 3 times with MilliQ water they were cleaned a second time in an ultrasonic bath with 
100% ethanol for another 30 min. The slides were washed 3 times in MilliQ water. For the removal 
of organic remnants and small particles a Radio Corporation of America (RCA) cleaning method 
was applied with a solution consisting of hydrogen peroxide, ammonia and MilliQ water in a ratio 
1:1:5 for 10 min at 70⁰C. The cleaned slides were washed 2 times in MilliQ water and dried with 
nitrogen. For the covalent binding of the polymers, amines were established by amino silanization 
of the slides for 2 hrs with 20 mM APTES in an isopropanol/ MilliQ water solution in the ratio 
9:1. Afterwards the slides were washed thoroughly with isopropanol and dried with nitrogen. After 
heating the slides for 1hrs at 120⁰C the polymers were spincoated at 4000 rpm for 30 sec onto the 
slides. Therefore filtrated (0.2 µm pore size) polymer solutions were prepared beforehand. 
Poly(octadecene-alt-maleic anhydride) (POMA; MW 50000 g/mol) and poly(styrene-alt-maleic 
anhydride) (PSMA; MW 20000 g/mol) were prepared in THF at a concentration of 0.16 wt% and 
0.14 wt%, respectively. Poly(ethylene-alt-maleic anhydride) (PEMA; MW 125000 g/mol) was 
prepared in a solution consistent of acetone and THF in the ratio 1:2 at a concentration of 0,3 wt%. 
Poly(propene-alt-maleic anhydride) (PPMA; MW 39000 g/mol) was prepared in MEK at a 
concentration of 0.2 wt%. The slides were heated for 2 h at 120⁰C and afterwards washed with 
acetone to remove the redundant polymer. 
S7 Stress and force distribution in contact zone
The JKR theory predicts that the pressure distribution underneath the SCP is governed by the 
interplay between elastic compression of the soft hydrogel matrix and adhesion between the FN 










































where a is the contact radius, R is the radius of curvature (radius of SCPs), Eeff=[4E/3(1-ν2)] is 
the effective elastic modulus, with ν the Poisson ratio and E the Young's modulus of the SCP, W 





adhesion the SCP elastically deform leading to positive contribution to the pressure, i.e. 
compressive stress (first part of p(r)), close to the center of the contact zone. At the edge of the 
contact area, adhesive contributions dominate, resulting in a region with negative pressure (second 
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Figure S7a. The distribution of stress (red line) in the contact area on a POMA surface for W = 160 µJ/m2 
(POMA), R = 10 µm, ν = 0.5, E = 66 kPa, a = 1.38 µm. When surfaces are maintained in contact by adhesion 
forces the stresses between the surfaces are tensile (second part of p(r)) at the edge of the contact and remain 
compressive (first part of p(r)) in the center of contact. 
As can be seen from the equation above the pressure distribution p(r) depends on the radius of 
the SCPs (R) due to the. Generally, smaller SCPs lead to larger compressive stresses near the center 
of the contact zone, whereas the asymptotically increase of the tensile stress at the rim is largely 
independent of R (Figure S7b). Smaller SCPs (R = 10 µm dashed line) generate higher compressive 
forces acting on the FN layer as compared to larger SCPs (R = 30 µm solid line). However the 
difference between in the size range of SCP used here (10 µm and 30 µm) is rather small. Therefore 
the overall adhesion energies remained unchanged. 
In addition, from the pressure distributions p(r) the force exerted on the individual FN molecules 
can be estimated (assuming an effective area of the FN molecules of 5.3x10-16 µm2), see Figure 
S7b. The forces at the rim of the contact zone should represent a quantitative measure for the 





pN for at the rim of the contact zone roughly corresponds to the estimated desorption force of FN 
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Figure S7b. Force per FN molecule distribution in the contact area for W = 160 µJ/m2 (POMA value), 
E = 66kPa, ν = 0.5, R = 10 µm, a = 1.38 µm (dashed line), R = 30 µm,  a = 2.85 µm (solid line). 
S8 Reflection Interference Contrast Microscopy (RICM) measurements
Setup
RICM on an inverted microscope (Olympus IX73) was used to obtain the contact area between 
the microparticles and a hard glass surface. For illumination a monochromatic (530 nm) collimated 
LED (Thorlabs, Germany, M530L2-C1) was used. An Olympus 60 x NA 1.35 oil-immersion 
objective (UPLSAPO60XO/1,35 U Plan S Apo), additional polarizers and a quarter waveplate 
(Thorlabs, germany) to avoid internal reflections and a monochrome CMOS camera (UI-3360CP-
M-GL, IDS Germany) were used to image the RICM patterns. To conduct the JKR measurements, 
both the contact radius (in RICM mode) and the particle radius (in transmission mode) were 
measured. Image acquisition was done using µManager (v1.4.16), data analysis was done using 
the image analysis software Image-J (v1.48) and the mathematical software IgorPro (v6.38, 
Wavemetrics, USA).





RICM was used to measure the contact radius formed by the SCPs resting on the polymer surface 
(Figure S8a). Polarized light waves reflected from the upper glass surface (I1) and the surface of 
the bead (I2) interact to create an interference image. The intensity at a given position in the image 
depends on the separation h(x) between the two surfaces: I(x) = I1 + I2 + 2∙sqrt(I1 ∙ I2) cos[2k∙h(x) 
+ π], where k = 2πn/λ, and n and λ are the index of refraction of water and the wavelength of the 
monochromatic light, respectively. In order to detect the interference pattern, stray light was 
reduced by an ‘antiflex’ technique. This is accomplished by crossed polarizer and analyzer filter 
with a λ/4-plate placed between the objective lens and the analyzer.5 
Practical note: Although it is generally recommended to use the antiflex optics with polarization 
methods to avoid stray light generated in the microscope, we observed only little improvement in 
image contrast when using the antiflex setup. RICM images could be readily taken without 
polarizer, analyzer and quarter wave plate. This is possibly due to the rigorous use of antireflective 
lenses in the microscope and Thorlabs components.
Figure S8a: Schematic drawing of the RICM principle.
Correction Factors
For analysis of the intensity distribution correction factors must be determined for finite aperture 
and geometry effects. To obtain the correction factors, we imaged hard, non-deformable glass 
beads on a glass surface in RICM mode (Figure S8b) with a known size. We recorded 5 glass 
beads with a diameter in the range of 10-20 µm and extracted the intensity profile. Using the 
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profiles, we reconstructed the shape of the beads and compared it to the known spherical shapes 
of the glass beads (glass bead radius R measured by light microscope), and determined the 
correction factors, see Pussak et al.6
Contact radius determination
To determine the contact radius a of the SCP on the polymer surface we reconstructed the height 
profile of the particles from the RICM images (see Figure S8c). This was done by determining the 
lateral x(i) positions of the i-th minima and maxima by a self-written IgorPro procedure 









where n is the refractive index and υ the wavelength. The height profile was then reconstructed 
by plotting y(i) vs x(i) and fitting the data by a circle equation representing the assumed shape of 
the SCP: 
.220)( xRyxy −+=
where R is the independently measured SCP radius and y0 the vertical shift of the SCP center 
due to flattening of the SCP upon adhesion. The fit with y0 as the only free fit parameter intersects 






Figure S8c Left: schematic representation of the measurement setup. Bottom right: actual 
intensity profile of an adherent SCP showing 5 minima and 5 maxima. Top right: reconstructed 
surface profile of the SCP and the contact radius a at the intersection of the profile at y = 0.
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Überleitung zu Publikation II 
 
 
Im folgenden Kapitel und der zweiten Publikation soll die Anwendung der SCPs 
dahingehend erweitert werden, dass eine spezifische Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung 
untersucht wird, anstatt eines unspezifischen Adsorptionsverhalten. 
Darüber hinaus soll eine zweite Technik angewandt werden, mit der quantitativ 
Adhäsionskräfte von spezifischen Wechselwirkungen charakterisiert werden können. 
Aus diesem Grund werden die Hydrogelpartikel als Sonden bei der AFM basierten 
Kraftspektroskopie genutzt, um die spezifischen Adhäsionskräfte zwischen 






2.2 Bestimmung spezifischer Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen 




Polymer hydrogel particles as biocompatible AFM probes to study CD44/ 
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S1. Preparative steps before pull-off measurements - flow scheme 
  
1) Putting the PEG/CA-PLL-HA SCPs on a clean hydrophilic glass coverslip
2) Dipping the cantilever in epoxy
3) Attaching the SCPs
4) Exchanging the media




S2. Theoretical Background JKR Theory 
The most common adhesion theories of two contacting solid surfaces are based on the theory of 
Johnson, Kendall, and Roberts (known as the JKR theory). The JKR theory is in particular suitable for 
mechanically flexible surfaces forming large contact areas upon contact as is the case for soft, gel-like 
materials and large radii of curvature. According to the JKR theory two spheres with a surface energy W 





[𝐹 + 3𝑊𝜋𝑅 + √6𝑊𝜋𝑅𝐹 + (3𝑊𝜋𝑅)2], 
where R is the effective radius of curvature, K is the effective elastic modulus of the system, W is the 
























Here R1 and R2 are the radii of curvature of the interacting surfaces, E1 and E2 are their Young’s moduli, 
and υ1 and υ2 their Poisson ratio (see Figure S1). 
When the applied load is negative during an AFM pull-off cycle the contact radius decreases. It can be 





Note that Fpull-off is independent on the elastic modulus, independent of rate, contact time, and applied 
load. 
 








S3. Image of the adhered cells, estimate cells radius of curvature 
It is important to control the cells radius of curvature for the adhesion measurements because it 
directly affects the measured pull of force. The profile can be estimated by AFM imaging. Here 
we used force volume modes, applying only very small forces, to accurately determine the cells 
profile. From the measurements we obtained a typical radius of curvature of 33 µm for the 
CD44+ and CD44- cells. 
 
Figure S2. Left: Image of adherent cells on a glass coverslip right before the SCP-AFM measurement. Note that cells typically 







S4. Elastic Moduli of CD44+ and CD44- cells 
AFM force deformation measurements were conducted to determine the elastic moduli of the CD44+/- 
cells. Overall the elastic moduli between both cell lines were in the same range. Therefore an impact in 
on the pull-off forces due to differences in cell stiffness were not expected.  
 





S5. Estimation of cell compression 
With the estimated radius of curvature and elastic modulus we can estimate the compression of the cells 
upon keeping the SCPs in contact with the cells at a dwell force of F = 2 nN. For the rough estimation we 







With the effective radius of R and the elastic moduli of SCP (ESCP = 32 kPa and cell (Ecell = 1 kPa), their radii 
RSCP = 25 µm and Rcell = 33, the Poisson ratio ν = 0.5, we obtain a total deformation of 0.6 µm. Since the 





S6. Complete set of pull-off force histograms  
 
Figure S6. The figure show the histograms of the pull-off force measurements of all combinations of cells and SCPs tested. 
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S7. Confocal microscopy z-stack of a HA-functionalized particle 
 
Figure S7. 2D projections of a confocal microscopy z-stack of a typical HA-functionalized SCP showing that the HA 







Überleitung zu Publikation III 
 
 
Im zweiten Kapitel wurde in Form eines weiteren Artikels und der dazugehörigen 
Supplements die Anwendung der Soft Colloidal Probes (SCPs) erweitert. Die 
Hydrogelpartikel wurden genutzt um eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem 
Rezeptor CD44 und seinem Liganden Hyaluronan zu untersuchen.  
Hierfür wurden die SCPs mit dem GAG (Glykosaminoglykan) Hyaluronan über einen 
Poly-L-Lysin-Linker funktionalisiert und mit zwei Melanomzelllinien in Kontakt gebracht. 
Die Zelllinien unterschieden sich darin, dass eine genetisch veränderte Zelllinie CD44 
expremiert, während dies bei der nativen Zelllinie nicht der Fall ist.  
Anschließend wurden über sogenannte pull-off Experimente die Kräfte ermittelt, die 
nötig sind um die Kontakte zwischen den beschichteten Partikeln und den Zellen zu 
unterbrechen. Neben der quantitativen Untersuchung der einzelnen 
Adhäsionsvorgänge, konnten auch erste Aussagen über die kinetische Entwicklung 
dieser Kräfte getroffen werden. 
Eine Schwierigkeit des Aufbaus besteht in der genetischen Integration des CD44 
Rezeptors in die Melanomzelllinie. Durch die genetische Veränderung wird zwar wie 
nachgewiesen der CD44 Rezeptor von den Zellen präsentiert, möglicherweise fehlen 
jedoch wichtige downstream-Signale. 
Aus diesem Grund sollen die Ergebnisse im 3. Paper mit einer besser geeigneten 
Zelllinie reproduziert werden. Darüberhinaus sollen die entstehenden Adhäsionskräfte 
unter dem Einfluss von verschiedenen Molekulargewichten des Liganden qualitativ und 
quantitativ analysiert werden. Am Schluss soll eine Aussage darüber getroffen werden, 
wie groß die Adhäsionskräfte unterschiedlich großer Hyaluronsäuren sind und welchen 





2.3 Quantitative Bestimmung von Wechselwirkungen zwischen Zellen 
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Expression of CD44 on BRO melanoma cell lines. (A) Cell surface expression of CD44 was analyzed 
for BRO (black line) and BRO P10 (blue line) BRO melanoma cells by staining with an APC-labeled 
mouse/anti-human monoclonal antibody and subsequent flow cytometry. A typical analysis of 1×104 cells 
out of 4 independent experiments is shown. (B) Western blot analysis and (C) representative 







Comparison of HA quantification methods. Immobilized HA amount in 3D Coll I matrices was 
comparatively quantified using fluorescent labelled HA and compared to data from Alcian blue assay 
(data from Figure 3). Coll I matrices at concentration of 1.5, 2 and 2.5 mg/ml were functionalized with 
HA and were digested with papain solution prior to HA quantification. Data are shown as mean. Error 








Proliferation analysis of BRO melanoma cells without CD44 (CD44-) cultivated on 3D Coll I 
matrices with and without post-modification with EDC cross-linker and HA.  BRO melanoma cells 
with and without CD44 expression were cultivated for 4 days on 3D Coll I matrices reconstituted at Coll I 
concentration of 2.5 mg/ml at pH 7.5. Coll I matrices were either crosslinked with EDC (Coll-EDC) or 
post-modified with LMW-HA or HMW-HA (cHA: covalently immobilized HA) or optionally 
supplemented with soluble HA (sHA) at a concentration of 5 µg/ml. Cell proliferation of BRO melanoma 
cells without CD44 expression was measured using WST-1. Data were normalized to non-modified Coll I 
matrices (Coll). Data are shown as mean. Error bars represent standard deviation of mean. Experiments 






Proliferation analysis of BRO melanoma cells with CD44 (CD44+) cultivated on 3D Coll I matrices 
with and without post-modification with EDC cross-linker and HA.  BRO melanoma cells with and 
without CD44 expression were cultivated for 4 days on 3D Coll I matrices reconstituted at Coll I 
concentration of 2.5 mg/ml at pH 7.5. Coll I matrices were either crosslinked with EDC (Coll-EDC) or 
post-modified with LMW-HA or HMW-HA (cHA: covalently immobilized HA) or optionally 
supplemented with soluble HA (sHA) at a concentration of 5 µg/ml. Cell proliferation of BRO melanoma 
cells without CD44 expression was measured using WST-1. Data are shown as mean. Error bars represent 







Invasion analysis of cultivated BRO melanoma cells on 3D Coll I matrices with and without post-
modification with EDC crosslinker and HA. Coll I matrices were either crosslinked with EDC (Coll-
EDC) or post-modified with LMW-HA or HMW-HA (cHA: covalent immobilized HA) or optionally 
supplemented with soluble HA (sHA) at concentration of 5 µg/ml. Cells located >20 µm below the Coll I 
matrix surface were counted as invaded cells. Percent of invasive cells of CD44- (A) and CD44+ (B) BRO 
melanoma cells are depicted as a function of matrix modification, size of HA and form of HA presence. 
Data are shown as mean. Error bars represent standard deviation of mean. * represents statistical 







Histogram plots of invasive CD44- cells in 3D Coll I matrices with and without post-modification 
with EDC crosslinker and HA. Coll I matrices were either crosslinked with EDC (Coll-EDC) or post-
modified with LMW-HA or HMW-HA (cHA: covalent immobilized HA) or optionally supplemented with 
soluble HA (sHA) at concentration of 5 µg/ml. Histograms show representative measurements out of 3 
measurements per one samples from 4 independent experiments. Each histogram represents a total of 
roughly 200 cells. 






























































































































































































































Histogram plots of invasive CD44+ cells in 3D Coll I matrices with and without post-modification 
with EDC crosslinker and HA. Coll I matrices were either crosslinked with EDC (Coll-EDC) or post-
modified with LMW-HA or HMW-HA (cHA: covalent immobilized HA) or optionally supplemented with 
soluble HA (sHA) at concentration of 5 µg/ml. Histograms show representative measurements out of 3 
measurements per one samples from 4 independent experiments. Each histogram represents a total of 
roughly 200 cells.  

































































































































































cHA (LMW-HA) + sHA (LMW-HA)


























































Histogram plots of invasive CD44+ cells in 3D Coll I matrices with and without post-modification 
with EDC crosslinker and HA. Coll I matrices were either crosslinked with EDC (Coll-EDC) or post-
modified with LMW-HA or HMW-HA (cHA: covalent immobilized HA) or optionally supplemented with 
soluble HA (sHA) at concentration of 5 µg/ml. Histograms show representative measurements out of 3 
measurements per one samples from 4 independent experiments. Each histogram represents a total of 
roughly 200 cells.  

































































































































































cHA (LMW-HA) + sHA (LMW-HA)



























































Analysis of cell stiffness using soft colloidal probe. BRO melanoma cell lines with and without CD44 
expression were quantified regarding Young’s modulus at single cell level using soft colloidal probe 
technique. At least 40 cells were analyzed. Data are shown as mean. Error bars represent standard 







Quantification of CD44-SCP beads interaction using soft colloidal probe technique. Measurement of 
pull-off forces of bared SCP (black line) and PEG-PLL-SCP (blue dotted line) on BRO melanoma cells 
with and without CD44 expression at contact times of 0, 1, 3, 10 and 30 s. Data are shown as mean. Error 
bars represents standard deviation of mean. At least 10 cells of both CD44- and CD44+ BRO melanoma 





3 Diskussion und Ausblick 
 
 
Das Hauptziel der Arbeit ist es, die Verwendung von Hydrogelpartikeln als Biosensor für 
vielfältige Systeme aufzuzeigen.  
Die Vorarbeiten mit den SCP bewiesen bereits, dass diese mit einfachen Zuckern 
funktionalisiert werden konnten. Es konnten zwei verschiedene Analysemethoden 
aufgezeigt werden und mit anderen Methoden vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. 
In dieser Arbeit werden zwei weitere Anwendungsbereiche für biophysikalische 
Fragestellungen dargestellt. 
Zum einen werden Messungen zu unspezifischen Proteinadsorptionsvorgängen an 
Materialgrenzflächen gezeigt (Kapitel 1). Dafür wird das große und stark adhäsive 
Protein Fibronektin eingesetzt, welches für Zelladhäsionsvorgänge gerade im Bereich 
Tissue Engineering und Modifikation von Biomaterialien eine große Rolle spielt. Die 
Ergebnisse werden hierbei mit der Methode des RICM erzielt, bei der 
Reflektionskontrastbilder der Partikel aufgenommen und mit Hilfe des sogenannten 
Johnson, Kendall und Roberts (JKR)-Model ausgewertet werden. 
Des Weiteren werden Messungen von spezifischen Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen 
an lebenden Zellen eingeführt (Kapitel 2 und 3). Es wird das Rezeptor-Ligand-System 
CD44 und Hyaluronan untersucht, wobei Fragen der Spezifität und 
Wechselwirkungsstärke in Abhängigkeit des Molekulargewichts im Mittelpunkt stehen. 
Dabei kommen pull-off Experimente mit SCP zum Einsatz. 
Da die Artikel, welche in dieser kumulativen Arbeit dargestellt wurden, die Ergebnisse 
bereites separat diskutieren, soll dieser allgemeine Disskusionsteil sich auf i) den 
Einfluss von physikalischen Phänomenen auf biologische Interaktionen, ii) das Mimikry 







3.1 Physikalische Effekte auf biologische Systeme 
 
Um physikalische Effekte bei Interaktionen von biologischen Materialien/Molekülen 
untersuchen und im Idealfall mit einem mathematischen Model beschreiben zu können, 
müssen biologische Systeme auf eine minimal komplexe Methode beschränkt werden.  
Hierdurch entstanden Methoden wie die Rasterkraftmikroskopie, welche der Abtastung 
mechanischer Oberflächen und der Messung von Bindungsenergien dient (Binning, 
Quate und Gerber 1986), verschiedene Spektroskopiearten wie z.B. die 
oberflächenverstärkte Raman-Streuung (SERS – surface enhanced raman scattering) 
zur Untersuchung der Oberflächenbeschaffenheit und Zusammensetzung von 
Materialien (Albrecht und Creighton 1977) oder die 
Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPRS – surface plasmon resonance 
spectroscopy), welche zur quantitativen Bestimmung von Schichtdicken und 
Adsorbatkonzentrationen eingesetzt wird (Schasfoort und Tudos 2008). 
Ein großer Nachteil der heutigen Standardmethoden ist jedoch die häufige Durchführung 
auf harten, planen Flächen. Durch diese extreme Vereinfachung der Systeme von 
Biomolekül-Interaktionen besteht die Gefahr von Fehlinterpretationen der erhaltenen 
Ergebnisse. So gelten die daraus resultierenden Ergebnisse von z.B. 
Adsorptionsenergien von Biomolekülen für das bestehende Setup, nicht aber 
zwangsläufig für die in-vivo Situation. Biologische Effekte wie kompetitive oder 
kooperative Bindungen (Schwarz 1970) bzw. das Clustern von bestimmten Molekülen 
(D. Bray 1998), können unter den stark vereinfachten Bedingungen nicht realisiert und in 
die Ergebnisse einbezogen werden. Aus diesem Grund bietet der neue Ansatz, 
basierend auf verformbaren Hydrogelpartikeln, einen entscheidenden Vorteil. Aufgrund 
des flexiblen, verformbaren PEG-Netzwerkes, aus dem die SCP bestehen, entsteht die 
Möglichkeit für kolligative Bindungsphänomene und somit eine Situation die stärker an 
in-vivo Vorgänge erinnert.  
Doch nicht nur die Verformbarkeit der Partikel stellt einen Vorteil dar. In anderen 




generierten Kräfte. Wie aber bereits in Kapitel 1 bzw. den Supplements des ersten 
Artikels gezeigt werden konnte, kann allein über die Größe des Partikels Einfluss auf die 
Kraft zwischen den untersuchten Interaktionspartnern genommen werden. Kleine 
Partikel üben hierbei größere Druckspannungen im Bereich des Kontaktflächenzentrums 
auf das System aus. Außerdem konnten bereits im Vorfeld Pussak et al. zeigen, dass 
die absoluten Werte der bestimmten Adhäsions- bzw. Adsorptionsenergien durch das E-
Modul der Partikel, also durch deren Steifigkeit, kontrolliert werden können (D. Pussak, 
et al. 2013). Zusätzlich konnte, wie in Kapitel 2 und Kapitel 3 dargestellt, mit Hilfe der auf 
SCP basierten AFM-Kraftspektroskopie Einfluss auf die an dem System anliegende 
externe Kraft genommen werden. Diese Parameter ermöglichen eine Nachstellung der 
Kräfte, welche in-vivo durch Zellen generiert werden und regulierend für verschiedene 
Effekte wie z.B. Zelladhäsion und Zell-Signaling wirken (Polacheck und Chen 2016). 
Schließlich weisen SCP den Vorteil auf, dass mit ihnen tatsächliche quantitative 
Bindungsenergien ermittelt werden können. Durch die Anwendung von SERS ist es 
möglich Analytkonzentrationen zu bestimmen (G. McNay 2011). Dies wird bei SPRS 
durch die Ermittlung von kinetischen Vorgängen des Systems ergänzt (Guo 2012). Bei 
beiden Methoden können jedoch keine direkten Bindungsenergien ermittelt werden. 
Diese Möglichkeit bieten jedoch wie dargestellt die SCP. Dabei können die Partikel mit 
Hilfe der RICM direkt quantitative Aussagen über Bindungsenergien zulassen (Kapitel 1) 
oder gegebenenfalls die Rasterkraftmikroskopie ergänzen (Kapitel 2 und 3).  
Somit stellen SCP ein Sensorsystem dar, bei dem eine Vielzahl von externen 
Parametern variiert werden kann, während es die Möglichkeit zur Bestimmung einer 
Vielzahl von biophysikalischen Effekten bietet.  
 
3.2 Mimikry von biologischen Oberflächen 
 
In-vivo gehen Zellen Kontakte mit anderen Zellen, mit Komponenten der extrazellulären 
Matrix oder mit verschiedenen Erregern ein. Diese Adhäsionsvorgänge haben alle 




biologischen Oberfläche darstellen (Alberts, et al. 2002). Zur Untersuchung von 
Interaktionen an diesen Grenzflächen sind deshalb Biosensoren nötig, welche die 
natürliche Situation nachbilden. Von molekularer Mimikry wird dabei gesprochen, wenn 
Moleküle auf der Oberfläche von Krankheitserregern den körpereigenen Äquivalenten 
entsprechen oder strukturell ähneln (Oldstone 2005). Ein Synonym für die Mimikry von 
biologischen Strukturen und Prozessen ist „Bionik“, welche von Werner Nachtigall 
definiert wurde „als Wissenschaftsdisziplin [welche sich] […] systematisch mit der 
technischen Umsetzung und Anwendung von Konstruktionen, Verfahren und 
Entwicklungsprinzipien biologischer Systeme [befasst]. Dazu gehören auch Aspekte des 
Zusammenwirkens belebter und unbelebter Teile und Systeme sowie die wirtschaftlich-
technische Anwendung biologischer Organisationskriterien.“ (Nachtigall 2013). Auf 
diesem Prinzip basierend können auch die SCP als biomimetische Sensoren betrachtet 
werden. Sie bestehen aus einem PEG-Netzwerk, welches als Polymer den technischen 
Anteil des Sensors darstellt und einem Biomolekül. Außerdem gewährleisten SCP 
aufgrund der mechanischen Flexibilität und Verformbarkeit kooperative Bindungen, 
welche typisch für Zell-Zell und Zell-Matrix-Kontakte sind. Die Anwendung der 
Hydrogelpartikel als quantitative Messmethode von Biomolekül-Interaktionen weist 
hierbei Kontaktflächen auf, welche vergleichbar mit den Zelladhäsionsstellen in-vivo 
sind. Des Weiteren kann über die Quervernetzung der Partikelpolymere die Steifigkeit 
der Partikel angepasst werden, um die mechanischen Eigenschaften der biologischen 
Zusammenhänge wiederzuspiegeln. In den Kapiteln 2 und 3 wurden unter diesen 
Gesichtspunkten Adhäsionen von Zellen an die extrazelluläre Matrix untersucht. Es 
konnte ein funktionelles System erarbeitet werden, um intermolekulare Kräfte bei Zell-
Matrix-Interaktionen zu bestimmen. In diesem System bilden die mit Hyaluronan 
beschichteten Hydrogelpartikel die extrazelluläre Matrix in so hohem Ausmaß nach, 
dass allein durch die Anwendung von Hyaluronan mit unterschiedlichem 
Molekulargewicht verschiedene Zellantworten nachgewiesen werden konnten. So 
konnte in Kapitel 3 gezeigt werden, dass Hyaluronan mit geringem Molekulargewicht die 
Adhäsion und Migration von Melanomazellen erhöht, während Hyaluronan mit hohem 





3.3 Multivalente Effekte 
 
„Multivalenz ist ein Schlüsselprinzip in der Natur, um starke, zugleich aber auch 
reversible Wechselwirkungen zu erreichen.“ (Fasting, et al. 2012). Dabei können auch 
schwache Bindungen aufgrund eines kooperativen Effekts von Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen verstärkt werden. Neben der intrinsischen Affinität der Liganden sind 
bei multivalenten Wechselwirkungen auch die Abstände und geometrischen 
Ausrichtungen der einzelnen Moleküle von Belang. Die Bindung des multivalenten 
Moleküls an seinen Rezeptor wird einerseits durch die Bindungsenthalpie der einzelnen 
Ligandeneinheiten und andererseits durch die Konformationsentropie des Liganden-
Trägermoleküls reguliert (Fasting, et al. 2012). Aufgrund der Flexibilität des Polymer-
Rückrads der Hydrogelpartikel gewährleisten diese auch eine große Variabilität in der 
Ligand-Zugänglichkeit. Durch entsprechend designte Linker zwischen Biomolekül und 
SCP wird somit ein multivalenter Effekt induziert. Durch diesen können mit den Partikeln 
auch Kräfte nachgewiesen werden, welche auf der Skala von einzelnen Ligand-
Rezeptor-Paaren sehr gering sind. Dies ist sowohl für schwache Biomolekül-
Wechselwirkungen, wie zwischen Kohlenhydraten und Proteinen, möglich (D. Pussak, et 
al. 2013), als auch zwischen kleinen, organischen Molekülen und einem passenden 
Rezeptor, wie es gegenwärtig für Glyphosat und das Protein EPSPS in Untersuchung 
ist.  
Die multivalente Bindung der an die SCP gekoppelten Moleküle erhöht aber nicht nur 
die Gesamtadhäsionkraft des Partikels, sondern dient auch dem Nachweis von 
spezifischen Zellantworten. So konnte in Kapitel 3 gezeigt werden, dass Hyaluronan mit 
größerem Molekulargewicht andere Zellantworten auslöst, als Hyaluronan mit kleinem 
Molekulargewicht. Dieser Effekt kann wie bereits in Kapitel 3 diskutiert einerseits an der 
möglicherweise einfacheren Internalisierung der kurzen Moleküle liegen. Andererseits 
kann die Antwort der Zellen auch durch das Vorhandensein von multivalenter Bindung 




Schließlich ist festzuhalten, dass die Verformbarkeit der Hydrogelpartikel nicht nur eine 
simple Auswertung mit Hilfe der RICM-Methode ermöglicht, sondern ebenfalls 
Bindungen verstärkt, Systemparamter variabel hält und schließlich multiple 




Die dargestellte Arbeit soll die vielseitige Anwendbarkeit von Hydrogelpartikeln zur 
Bestimmung von Adhäsionsenergien und die Vorteile dieser Methode aufzeigen. Die 
angewandte experimentelle Arbeit lässt schließlich folgende Schlussfolgerungen zu. 
 
• Die Verwendung von Hydrogelpartikeln kann angewendet werden, um 
unspezifische Protein-Adsorptionsvorgänge zu beschreiben, ohne auf ein 
Gleichgewicht von Adsorption und Desorption angewiesen zu sein. Dies 
wurde anhand der Adsorption des großen, stark adhärenten Proteins Fibronektin 
an verschiedene Polymer-Oberflächen bewiesen (Kapitel 1). 
 
• Mit Hilfe der Hydrogelpartikel können auch unspezifische 
Wechselwirkungen quantifiziert werden. Hierzu dient die Auswertung der 
Partikeladhäsion mit Hilfe von Reflektionskontrastbildern und der Anwendung des 
JKR-Models (Kapitel 1). 
 
• Die einfache Methode der RICM kann verwendet werden um eine gute 
Statistik über eine große Anzahl von SCP zu erzielen. Hierzu ist ein 
invertiertes Mikroskop notwendig, mit dem Reflektionskontrastbilder der Partikel 
aufgenommen werden können (Kapitel 1). 
 
• Mit Hilfe von SCP können spezifische Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen 




Adhäsionsenergien für die Wechselwirkung zwischen dem extrazellulären 
Matrixbestandteil Hyaluronan und dessen Rezeptor CD44 ermittelt (Kapitel 2). 
 
• Durch die Anwendung der SCP basierten AFM-Kraftspektroskopie, besteht 
die Möglichkeit dem System zusätzliche Kräfte extern hinzuzufügen. Im 
Experiment wurden Ladungskräfte von 4 nN genutzt, um eine gleichmäßige 
Zelldeformation beim Kontakt zu gewährleisten (Kapitel 2). 
 
• SCP stellen ein gutes System dar, um Zell-Matrix-Kontakte nachzubilden. 
Die Verformbarkeit der Hydrogelpartikel führt zu multivalenten Bindungen und 
flexiblen Interaktionen von Melanomazellen und dem GAG Hyaluronan (Kapitel 2 
und 3). 
 
• Mit SCP können kinetische Effekte für Adhäsionsvorgänge untersucht 
werden. Dabei sind auch schnelle Kohlenhydrat-Wechselwirkungen messbar, 
sodass initiative Vorgänge der Zelladhäsion mit dem System beschrieben werden 
können (Kapitel 2 und 3) 
 
• Die hohe Sensitivität der Methode erlaubt Aussagen zu 
Adhäsionsvorgängen von strukturell ähnlichen Molekülen. Schließlich 
konnte der Einfluss des Molekulargewichts von Hyaluronan nachgewiesen 
werden, wobei der strukurelle Aufbau der Untereinheiten identisch war (Kapitel 
3). 
 
• SCP eignen sich nicht nur für die Grundlagenforschung, sondern auch für 
industrielle Anwendungen wie z.B. die Wasseranalytik. Hierfür wird ein 
Sensorsystem zum Nachweis des Pestizids Glyphosat in wässrigen Lösungen 







3.5 Weiterführende Arbeiten 
 
In dieser Arbeit konnte bereits dargestellt werden, dass die Verwendung von SCP als 
biomimetische Sensoren verschiedene Vorteile aufweist. Die Partikel können hierbei 
neben der Beantwortung forschungsrelevanter Fragestellungen auch für industrielle 
Anwendungen genutzt werden.  
In diesem Sinn ist eine weitere Anwendung der Hydrogelpartikel als Sensor für kritische 
Moleküle in wässrigen Proben in Bearbeitung. Im Detail ist das Ziel die Detektion des 
Herbizids Glyphosat in Abwasserproben.  
Glyphosat ist eines der am häufigsten verwendeten Herbizide weltweit. Durch die 
Nutzung von Glyphosat-resistenten Pflanzen kann es ganzjährig, auch während des 
eigentlichen Feldfruchtanbaus aufgetragen werden und reichert sich aus diesem Grund 
stark in der Umwelt an. 
Das Ziel dieser neuen Arbeiten ist es, ein Sensorsystem zu entwickeln mit welchem 
Spurenanalytik betrieben und Glyphosat spezifisch nachgewiesen werden kann. Für 
diesen Zweck werden die SCPs über verschiedene Linker mit dem kleinen Molekül 
Glyphosat funktionalisiert. Außerdem wird eine Sensoroberfläche generiert, welche ein 
Glyphosat-bindendes Protein präsentiert und somit eine Bindung der Partikel 
gewährleistet. Wie bereits im 1. Paper beschrieben wird dann über RICM die 
Adhäsionsenergie der Partikel ermittelt. Der Nachweis des Analyten erfolgt im zweiten 
Schritt durch einen Vergleich der Energien. Wird eine Probe hinzugegeben die 
Glyphosat enthält, kommt es folgendermaßen zur Inhibition der Partikeladhäsion. Über 
eine vorher angefertigte Eichkurve kann schließlich die ermittelte 
Partikeladhäsionsenergie mit der genauen Konzentration an Glyphosat in der wässrigen 
Probe korreliert werden.  
Neben solcher Art industrieller Ansätze, können aber weiterführende Arbeiten in Zukunft 
auch den Einfluss weiterer Parameter des Systems beleuchten. Beispielsweise könnte 
die Dichte der Liganden auf der Hydrogeloberfläche variiert werden, um das System 




Auch der Einfluss der Partikelmechanik, also deren Elastizitätsmodul, bietet einen 
weiteren Ansatzpunkt für ein tiefergehendes Verständnis des Systems und somit 
bessere biomimetische Ansätze von Zell-Zell bzw. Zell-Matrix-Kontakten. 
Daneben könnten weiterhin z.B. Inhibitions- und Medikamenten-Screening-Assays 
durchgeführt werden, möglicherweise sogar mit einem Patienten-spezifischen Bezug, 
um das System in Richtung individuelle Diagnostik weiterzuentwickeln. Durch die 
Anwendung der Partikel könnten somit quantitative Inhibierungskonzentrationen von 
verschiedenen Molekülen und Stoffen untersucht und mit großem Durchfluss nach 
Effektivität für konkrete Fragestellungen geprüft werden.  
Schlussendlich könnten SCPs also für eine Vielzahl analytischer Ansätze von 
zahlreichen Bio- oder synthetischen Molekülen entworfen und für sehr spezifische 
Fragestellungen, sowohl für qualitative als auch quantitative Untersuchungen, 








Seit Beginn des 20. Jahrhunderts steht neben der Erforschung von Naturphänomenen 
die Nutzbarkeit dieser Erkenntnisse im Fokus der Gesellschaft (Habermas 1969).  
Aus diesem Grund ist neben anthropogenen Entdeckungen, basierend auf 
physikalischen und chemischen Prozessen, das genaue Verständnis von biologischen 
Vorgängen von besonderer Wichtigkeit. Mit der Natur als Vorlage können somit viele 
Lösungsansätze in Bereichen des täglichen Lebens wie z.B. der Lebensmittelherstellung 
und -kontrolle, der Energiegewinnung, der Herstellung von Verbraucherprodukten und 
natürlich der Medizin gefunden werden. 
Zur Untersuchung und Nutzung von biologisch komplexen Systemen wurden auch 
Biosensoren als neue Methode entwickelt. Diese analytischen Apparate bestehen aus 
einem biologischen Messelement und einem physikochemischen Signalgeber (Turner 
2013). Hierbei wird als Messelement ein Biomolekül verwendet, ein chemisches Molekül 
mit biologischer Funktion, um die reichhaltigen Interaktionsmöglichkeiten solcher 
Moleküle erfassen zu können und deren Vorteile rentabel einzusetzen. Die größten 
Vorteile solcher Biomoleküle bestehen in erster Linie aus deren hohen Spezifität und 
Sensitivität. Eine hohe Spezifität führt zu gut reproduzierbaren Ergebnissen, während 
eine hohe Sensitivität eine niedrige Detektionsgrenze des Systems garantiert. Mögliche 
Messelemente eines Biosensors sind hierbei einzelne Moleküle, reaktive Proteine oder 
gar ganze Mikroorganismen und Zellen. Dem Messelement gegenüber gestellt ist der 
physikochemische Signalgeber, welcher ein elektrochemisches, thermisches, optisches 
oder piezoelektrisches Ausgabesignal generieren kann (Mello 2002). Basierend auf den 
verschiedenen Kombinationen von Signalgebern und Messelementen, ist es deshalb 
möglich eine große Variabilität bei der Entwicklung von Biosensoren zu erzielen. 
Der erste jemals beschriebene Biosensor wurde von Leland C. Clark im Jahr 1962 
angefertigt. Clark nutze mit Hilfe des immobilisierten Enzyms Glukose-Oxidase eine 
amperometrische Elektrode zum Nachweis von Glukose (Clark und Lyons 1962). Seit 
diesem Zeitpunkt wurden eine Vielzahl an Biosensoren entwickelt, die in neuen 




(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), der SPR (surface plasmon resonance) und 
vielen Weiteren gipfelte. 
Diese Systeme haben jedoch oft den Fakt gemeinsam, dass sie auf einer harten und 
wenig flexiblen Oberfläche stattfinden. Werden aber im Gegensatz dazu biologische 
Prozesse betrachtet wie z.B. Identifikationsereignisse, Adhäsionsvorgänge, 
Entzündungs- oder Enzymreaktionen, so finden diese häufig in Kontakt zu mechanisch 
flexiblen Grenzflächen wie der Zellmembran, dem Zytoskelett oder der extrazellulären 
Matrix statt. 
Aus diesem Grund wurde ein auf Hydrogelpartikel basierender Biosensor entwickelt, 
welcher mechanisch deformierbar ist und hier nur noch Soft Colloidal Probe (SCP) 
genannt wird. Diese SCP bestehen aus Polyethylenglycol (PEG) und sind chemisch mit 
einer Vielzahl von Biomolekülen modifizierbar. Aktuell können diese SCP synthetisiert 
werden, indem schwerlösliche, aber reaktive PEG-Diacrylamid Macromonomere unter 
Benutzung eines Photoinitiators durch die Bestrahlung mit UV-Licht zur radikalischen 
Polymerisation gebracht werden. Anschließend können die Partikel mit weiteren 
Molekülen wie z.B. Benzophenon und Carbonsäuren mit ungesättigten 
Kohlenstoffbindungen umgesetzt werden, wodurch reaktive Gruppen angebracht und, in 
dieser Arbeit mittels einfacher Diimid-Chemie, mit Biomolekülen funktionalisiert werden. 
In den Vorarbeiten von Pussak et al. (D. P. D. Pussak 2013) wurden SCP hierbei 
genutzt um die Wechselwirkung zwischen Mannose und dem Protein Concanavalin A zu 
untersuchen. Dabei konnte nicht nur dargestellt werden, dass SCP gut geeignet sind um 
auch Interaktionen mit schwachen Wechselwirkungen von wenigen µJ/m2 zu erforschen, 
sondern das SCP besonders gut geeignet sind um multivalente Effekte bei 
Bindungsereignissen nachzustellen und zu charakterisieren. 
Im Laufe dieser Arbeiten wurde als Signalgeber die Deformation der SCP bei 
Krafteinwirkung gezeigt. Die Auswertung der entstehenden Adhäsionsenergien kann 
dann einerseits mittels einer lichtmikroskopischen Variante (Reflection Interference 
Contrast Microscopy - RICM), bei der die Größe der Adhäsionsfläche des Partikels die 
Stärke der Adhäsion wiederspiegelt und andererseites mittels einer auf 




Kräfte bestimmt werden, die notwendig sind um die Interaktionspartner voneinander zu 
trennen, durchgeführt werden.  
Bei RICM können Strukturen von ultradünnen Schichten aufgezeigt werden. Dabei wird 
das Interferenzmuster des reflektierten Auflichts genutzt, welches eine geringe 
Streureflexion aufweist und entsteht, wenn Licht an Grenzflächen mit unterschiedlichen 
Brechungsindizes reflektiert wird.  
Bei der zweiten Methode handelt es ich um eine Kraftspektroskopie, die mit Hilfe eines 
Rasterkraftmikroskops durchgeführt wird. In diesem Fall werden Kraft-Abstands-Kurven 
aufgenommen, welche bei der Annäherung an die Probe bzw. dem Rückzug des 
Cantilevers von der Probe generiert werden. Bei der Deformation des Cantilever durch 
den Kontakt zur Probe wird dabei der auf der Rückseite des Cantilevers reflektierte 
Laserstrahl in einem anderen Winkel ausgelenkt, was zur Signalgenerierung mit Hilfe 
einer Photodiode genutzt wird. Diese Methoden wurden, wie bereits erwähnt, im Vorfeld 
dieser Arbeit von Pussak et al. (D. P. D. Pussak 2014) im Zusammenhang mit den SCP 
etabliert und sollten im Laufe dieser Arbeit verbessert und zur Untersuchung von 
biophysikalisch relevanten Fragestellungen genutzt werden. 
Eine wichtige biophysikalische Fragestellung, die bereits auch mit anderen Biosensoren 
wie z.B. SPR untersucht wurde, stellt hierbei die Adsorption von Proteinen auf 
Oberflächen dar. Dabei handelt es sich bei der Adsorption um die Anreicherung von 
Stoffen an Grenzflächen zwischen zwei Phasen. Besonders bei medizinischen und 
biotechnologischen Fragestellungen wie z.B. bei der Herstellung von artifiziellen 
Blutgefäßen, dem Implantieren von Biomaterialien und der Hämodialyse ist es wichtig 
die Adsorption von Proteinen kontrollieren und nachweisen zu können. 
Anhand des ersten Artikels (Martin, Wang und Hartmann, et al. 2015) wird deshalb die 
Adsorption des großen, stark adhäsiven Proteins Fibronektin auf unterschiedlich 
hydrophoben Polymeroberflächen betrachtet. Hierbei werden kolloidale (~20 µm 
Durchmesser), weiche (~30 kPa) SCP genutzt, welche aufgrund der Wechselwirkungen 
zwischen den funktionalisierten SCP und den Oberflächen mechanisch verformt und 
somit optisch ausgelesen werden können. Durch die Aufnahme von 
Reflektionskontrastmikroskopiebildern der Kontaktflächen an der Adhäsionsstelle 




unten aufgeführte Berechnung, direkte Aussagen zu den adhäsiven Kräften getroffen 








Hierbei stellt W die Adhäsionsenergie, a den Radius der ermittelten Kontaktfläche, ESCP 
das Elastische Modul der SCP, RSCP den Radius der SCP und ϑ die Poissonzahl (ϑ=0,5) 
dar.  
Die mittels RICM und des oben aufgeführten JKR-Models ermittelten 
Adhäsionsenergien lagen in diesem Kontext zwischen 8 kJ/mol für das hydrophilste 
Polymer und 51 kJ/mol für das hydrophobste Polymer und nahmen somit mit sinkender 
Hydrophobizität ab. Somit konnten mit Hilfe der mit Fibronektin funktionalisierten SCP 
unspezifische Wechselwirkungen bei der Proteinadsorption ermittelt werden, ohne dass 
die Messung wie z.B. bei SPR auf ein Gleichgewicht von Adsorption und Desorption 
angewiesen ist. 
Betrachtet man jedoch zellbiologische Prozesse, so werden häufig spezifische 
Wechselwirkungen an der Zellmembran als Signal vermittelt. Der wichtigste Prozess in 
diesem Zusammenhang sind spezifische Ligand-Rezeptor(L/R)-Bindungen an der 
Zellmembran, die eine Kaskade weiterer Prozesse auslösen. Vorgänge wie die 
Domänenbildung von Rezeptoren und vor allem die vorherrschende Kinetik sind jedoch 
oft unverstanden. 
Aus diesem Grund wird im Rahmen des zweiten und dritten Artikels dieser Dissertation 
eine neue Methode, basierend auf der Kraftspektroskopie mit verformbaren SCP als 
Sonden, etabliert. Eine schwache, kooperative, aber auch spezifische L/R-
Wechselwirkungen wird durch die Interaktion von Hyaluronsäure (HA) mit dem CD44-
Zellrezeptor untersucht, welche in vielen biomedizinischen Fragestellungen wie der 
Tumorentwicklung und Entzündungsprozessen von Bedeutung ist. HA ist ein 
langkettiges Glykosaminoglykan und wichtiger Bestandteil der Glykokalyx und der 
extrazellulären Matrix. Deshalb wurden die Eigenschaften der SCP so gewählt, dass sie 
im Experiment die Eigenschaften der extrazellulären Matrix wiederspiegeln. Mit Hilfe der 




dargestellt wie wichtig der CD44-Rezeptor für die Bindung von HA ist. Melanomzellen 
die nativ kein CD44 expremieren, wiesen kaum Kontakte zu HA funktionalisierten SCP 
auf und konnten bei den pull-off Experimenten mit Kräften von unter 0,5 nN wieder von 
diesen getrennt werden. Melanomzellen, welche aufgrund einer Transfektion jedoch 
CD44 expremierten, adhärierten stärker an den SCP, sodass Kräfte von ca. 1 nN 
notwendig waren. Weiterhin konnte durch die Variierung der Kontaktzeit von SCP und 
Zelle festgestellt werden, dass der Großteil der Wechselwirkungskräfte unterhalb von 10 
s zum Tragen kommt. Somit stellt die Adhäsion von Zellen über die CD44/HA-Interaktion 
einen schnellen Prozess dar, welcher im Gegensatz zu der langsameren 
Integrin/Ligand-Interaktion von initialem Charakter sein könnte. 
Da im zweiten Artikel Zellen benutzt wurden, die mit dem CD44-Rezeptor transfiziert 
waren und denen deshalb möglicherweise wichtige Proteine des downstream-Signals 
fehlten, wurde die Ergebnisse im dritten Artikel (Sapudom, et al. 2017) verifiziert und 
erweitert. Auch hier zeigt sich die Notwendigkeit des CD44-Rezeptors. Da in diesem Fall 
jedoch Melanomzellen, welche nativ CD44 expremieren, mit einem CD44-knockout 
Typen verglichen werden, fällt der Unterschied zwischen den pull-off Kräften fünffach 
höher aus als im zweiten Artikel. Auch hier wird aber wieder bewusst, dass die 
Kraftenstehung des Adhäsionsvorgangs innerhalb der ersten Sekunden des Kontakts 
entsteht. Der Fortschritt im dritten Artikel ist letztlich aber nicht nur die Verwendung einer 
besser geeigneten Zelllinie, sondern auch die Untersuchung des 
Molekulargewichteinflusses der an den SCP funktionalisierten HA. In der Literatur wird 
häufig beschrieben, dass HA mit höherem Molekulargewicht (≥500 kDa) 
antiinflammatorische und homöostatische Eigenschaften besitzt, während HA mit 
niedrigerem Molekulargewicht (20-200 kDa) Proliferation, Migration und Adhäsion von 
Zellen erhöht. Auch die Untersuchungen mit den SCP ergeben eine vierfach höhere 
Adhäsionskraft der SCP, welche mit der HA mit niedrigem Molekulargewicht 
funktionalisert werden. Damit zeigt die etablierte AFM-SCP-Technik am Beispiel der 
HA/CD44-Wechselwirkung auf, wie kooperative Multivalenzwechselwirkungen direkt an 





Der Vorteil der SCP auch geringe Wechselwirkungsenergien an mechanisch flexiblen 
Grenzflächen nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ zu ermitteln, stellt einen 
großen Fortschritt auf dem Biosensor-Sektor dar. Dabei können die SCP mit einer 
Vielzahl von Biomolekülen, wie Proteinen, Kohlenhydraten und auch biologisch aktiven 
Molekülen funktionalisiert werden. Aus diesem Grund ist ein Ansatz in Arbeit, mit dem 
das Herbizid Glyphosat an SCP gebunden wird und mit Hilfe eines Glyphosat-bindenden 
Proteins (EPSPS - 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase) die Adhäsion der 
Partikel bewirkt. Über die Abnahme der Partikeladhäsion nach Zugabe einer wässrigen 
Probe können dann direkte Aussagen über die Glyphosatkonzentration in der Lösung 
getroffen werden. 
Insgesamt konnten SCP als neuartiger Biosensor etabliert werden, mit welchem 
unterschiedlichste biophysikalische Fragestellungen beantwortet werden können. Dabei 
sind die größten Vorteile die quantitativen Aussagen, die einfache Handhabbarkeit, 
keine nötige Markierung und vor allem die mechanisch flexiblen Eigenschaften, mit 
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Since the beginning of the 20th century, in addition to researching natural phenomena, 
the usability of these findings has been the focus of society (Habermas 1969). 
For this reason, in addition to anthropogenic discoveries based on physical and 
chemical processes, the exact understanding of biological processes is of particular 
importance. With nature as a template, many approaches to solutions can be found in 
areas of everyday life such as food production and control, energy production, the 
production of consumer products and, of course, medicine. 
To investigate biologically complex systems, biosensors were developed as a new 
research method. These analytical apparatuses consist of a biological measuring 
element and a physico-chemical signal generator (Turner 2013). A biomolecule is used 
as a measuring element, a chemical molecule with a biological function, in order to be 
able to capture the rich interaction possibilities of such molecules and to use their 
advantages profitably. The greatest advantages of such biomolecules consist firstly of 
their high specificity and sensitivity. High specificity results in reproducible results, while 
high sensitivity guarantees a low detection limit for the system. Possible measuring 
elements of a biosensor are individual molecules, reactive proteins or even whole 
microorganisms and cells. The physicochemical signal generator, which can generate 
an electrochemical, thermal, optical or piezoelectric output signal (Mello 2002), is 
opposed to the measuring element. Based on the various combinations of signal 
generators and measuring elements, it is therefore possible to achieve a great variability 
in the development of biosensors. 
The first biosensor ever described was made by Leland C. Clark in 1962. Clark uses an 
amperometric electrode for the detection of glucose, using the immobilized enzyme 
glucose oxidase (Clark and Lyons 1962). Since then, a variety of biosensors have been 
developed which are used in new systems, e.g. high performance liquid chromatography 
(HPLC), ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), SPR (surface plasmon 




However, these systems often have the fact that they take place on a hard and very 
flexible surface. If, on the other hand, biological processes are considered, e.g. 
Identification processes, adhesion processes, inflammatory or enzyme reactions, they 
often come into contact with mechanically flexible interfaces such as the cell membrane, 
the cytoskeleton or the extracellular matrix. 
For this reason, a biosensor based on hydrogel particles has been developed, which is 
mechanically deformable and is now called Soft Colloidal Probe (SCP). These SCPs 
consist of polyethylene glycol (PEG) and are chemically modifiable with a variety of 
biomolecules. Currently, these SCPs can be synthesized by polymerizing poorly soluble 
but reactive PEG diacrylamide macromonomers using a photoinitiator by irradiation with 
UV light for free-radical polymerization. Subsequently, the particles can be mixed with 
other molecules, e.g. Benzophenone and carboxylic acids with unsaturated carbon 
bonds, whereby reactive groups are attached and, in this work, are functionalized with 
biomolecules by means of simple diimide chemistry. In the preliminary work of Pussak et 
al. (D. P. D. Pussak 2014) SCP was used to investigate the interaction between 
mannose and the protein concanavalin A. It was not only possible to demonstrate that 
SCP is well suited for investigating interactions with weak interactions of a few μJ / m2, 
but the SCP is particularly well suited for mimicking and characterizing multivalent 
effects in binding events. 
In the course of this work the deformation of the SCP was shown as a signal generator. 
The evaluation of the resulting adhesion energies can then be carried out on the one 
hand by means of a light microscopic variant (RICM), in which the size of the adhesion 
surface of the particle reflects the strength of the adhesion, and on the other hand by 
means of a variant based on force spectroscopy, in which the forces which are 
necessary are determined after the adhesion process in order to separate the interaction 
partners from each other. 
The microscopy method known as the RICM (Reflection Interference Contrast 
Microscopy) can be used to show structures of ultra-thin layers. In this case, the 
interfenence pattern of the reflected incident light is used, which has a slight scattering 





In the second method, I am dealing with a force spectroscopy carried out with the aid of 
a scanning force microscope. In this case, force-distance curves are recorded, which 
arise as the cantilever approaches the sample or withdraws from it. During the 
deformation of the cantilever by the contact with the sample, the laser beam reflected on 
the rear side of the cantilever is deflected at a different angle, which is used for signal 
generation by means of a photodiode. These methods were, as already mentioned, prior 
to this work by Pussak et al. in the context of the SCP and should be improved in the 
course of this work and used to investigate biophysically relevant questions. 
An important biophysical question which has already been discussed with other 
biosensors, e.g. SPR is the adsorption of proteins on surfaces. The adsorption is the 
accumulation of substances at interfaces between two phases. Particularly in medical 
and biotechnological questions, e.g. in the production of artefic blood vessels, the 
implantation of biomaterials and hemodialysis, it is important to be able to control and 
detect the adsorption of proteins. 
Based on the first article (Martin, et al., 2015) the adsorption of the large, highly 
adhesive protein fibronectin on differently hydrophobic polymer surfaces is considered. 
Colloidal (~ 20 μm diameter), soft (~ 30 kPa) SCPs are used, which can be mechanically 
deformed due to the interactions between the functionalized SCP and the surfaces and 
thus can be optically read out. By the inclusion of reflection-contrast microscopy images 
of the contact surfaces at the adhesion site, direct conclusions can be drawn on the 
adhesive forces by means of the Johnson, Kendall and Roberts (JKR) model, by means 








Here, W represents the adhesion energy, a the radius of the determined contact surface, 
ESCP the elastic modulus of the SCP, RSCP the radius of the SCP, and θ the Poisson's 
number (θ = 0.5). 
The adhesion energies determined by means of RICM and the JKR model listed above 
in this context were between 8 kJ / mol for the most hydrophilic polymer and 51 kJ / mol 




Thus, nonspecific interactions in protein adsorption could be determined with the aid of 
the SCP functionalized with fibronectin, without the measurement such as e.g. in SPR is 
dependent on an equilibrium of adsorption and desorption. 
However, if one considers cell biology processes, specific interactions are often 
mediated on the cell membrane as a signal. The most important process in this context 
are specific ligand receptor (L / R) bonds on the cell membrane, which trigger a cascade 
of further processes. However, processes such as the formation of domains of receptors 
and, above all, the predominant kinetics are virtually unclear. 
For this reason, a new method based on the force spectroscopy with deformable SCP 
as probes is established within the scope of the second and third articles of this 
dissertation. A weak, cooperative as well as specific L / R interactions is investigated by 
the interaction of hyaluronic acid (HA) with the CD44 cell receptor, which is important in 
many biomedical questions such as tumor development and inflammatory processes. 
HA is a long-chain glycosaminoglycan and an important component of the glycocalyx 
and the extracellular matrix. Therefore, the properties of SCP were chosen to reflect the 
properties of the extracellular matrix in the experiment. In the form of the second article 
(Martin, Wang and Rathke, et al., 2016) it is shown how important the CD44 receptor is 
for the binding of HA. Melanoma cells that do not express native CD44, had very little 
contact with HA functionalized SCP and could be separated from them by pull-off 
experiments with forces of less than half nanonewton. However, melanoma cells which 
showed CD44 due to transfection adhered more strongly to the SCP, so that forces of 
about one nanonewton were necessary. Furthermore, by varying the contact time of 
SCP and cell, it was found that the majority of the adherent forces are below ten 
seconds. Thus, the adhesion of cells via the CD44 / HA interaction represents a rapid 
process which, unlike the slower integrin / ligand interaction, may be of an initial 
character. 
Since the second article used cells that were transfected with the CD44 receptor and 
therefore possibly lacked important proteins of the downstream signal, the results were 
verified and expanded in the third article (Sapudom, et al., 2017). The need for the CD44 
receptor is also shown here. However, in this case, since melanoma cells expressing 




off forces falls five times higher than in the second article. Here, too, it is again realized 
that the strength of the adhesion process arises within the first seconds of the contact. 
The progress in the third article is ultimately not only the use of a more suitable cell line, 
but also the investigation of the molecular weight influence of the HA functionalized on 
the SCP. In the literature it is often described that HA with higher molecular weight (≥500 
kDa) has anti-inflammatory and homeostatic properties, while HA with lower molecular 
weight (20-200 kDa) increases proliferation, migration and adhesion of cells. The SCP 
studies also show a fourfold increase in the adhesion force of the SCP, which are 
functionalized with the low-molecular-weight HA. Thus, the established AFM-SCP 
technique demonstrates how to quantify cooperative multivalent interactions directly to 
cells in a biomimetic context using the example of the HA / CD44 interaction. 
The advantage of the SCP also to detect small interaction energies at mechanically 
flexible interfaces not only qualitatively, but also quantitatively represents a great 
advance in the biosensor sector. The SCP can with a variety of biomolecules such as 
proteins, carbohydrates and also biologically active molecules functionalized. For this 
reason, an approach is in progress with which the herbicide glyphosate is bound to SCP 
and with the aid of a glyphosate-binding protein (EPSPS-5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase) causes the particles to adhere. The decrease in the particle 
adhesion after the addition of an aqueous sample allows direct conclusions about the 
concentration of glyphosate in the solution. 
Overall, SCP can be established as a novel biosensor with which biophysical questions 
can be answered. The greatest advantages are the quantitative statements, the easy 
handling, no necessary marking and, above all, the mechanically flexible properties with 
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